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Le flagelle de Brucella melitensis : caractérisation de la 
structure et de la régulation flagellaire 
 





Le flagelle bactérien est un appendice rotatoire filamenteux ancré dans les membranes 
bactériennes et permet à la bactérie de se mouvoir. Bien que le rôle locomoteur soit principal, 
d’autres rôles lui sont attribués comme l’adhérence et la sécrétion. Le filament compose la 
plus grande partie du flagelle. Celui-ci est formé par un assemblage de protéines appellées 
flagellines. On estime que près de 80% des bactéries produisent un flagelle. Brucella est une 
bactérie pathogène de mammifères qui a longtemps été désignée comme non-flagellée. 
Cependant, les récentes découvertes ont montré que tous les gènes flagellaires étaient présents 
dans son génome et qu’ils étaient nécessaires lors de l’infection. Plusieurs régulateurs qui 
contrôlent la production des protéines flagellaires ont également été mis au jour. Néanmoins, 
aucun flagelle n’avait encore été visualisé chez Brucella. 
Lors de ce travail, nous avons montré pour la première fois grâce à la microscopie 
optique et électronique que B. melitensis produit de manière transitoire un flagelle polaire de 
type gainé. D’autre part, nous avons aussi investigué la régulation du système flagellaire. 
Premièrement, nous avons étudié le rôle du facteur sigma RpoE1 sur les gènes flagellaires. Le 
mutant rpoE1 surexprime les gènes flagellaires et produit des flagelles plus longs. 
Deuxiemement,  nous avons montré que la production de la flagelline était controlée par des 
régulateurs spécifiques nommés FlbT et FlaF. FlbT est un activateur de la production de la 
flagelline alors que FlaF est un inhibiteur. De plus, nous avons montré que la fonction de FlbT 
semble conservée parmi les Rizhobiales. Nous avons également montré que B. melitensis était 
plus virulente en absence de flagelline, ce qui montre un rôle spécifique de la flagelline qui 
reste à être investigué. 
Pour terminer, une analyse préliminaire in silico du gènome de Brucella nous a permis 
de cibler d’autres régulateurs potentiels du système flagellaire. Les données récoltées lors de 
ce travail nous ont permis de dessiner un schéma de régulation hiérarchique des gènes 
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The flagellum of Brucella melitensis : caracterization of the 
flagellar structure and regulation 
 





The bacterial flagellum is a rotative filamentous appendage which is anchored in the 
bacterial membranes and allows the bacterium to move. Besides its main locomotive function, 
the bacterial flagellum fulfills other functions such as adhesion and secretion. The filament, 
which comprises most of the flagellum structure, is formed by an assembly of proteins called 
flagellins.  It is estimated that nearly 80% of the bacteria produce a flagellum. Brucella is a 
mammal pathogens bacterium that had long been designated as non-flagellated. However, 
recent discoveries have shown that all flagellar genes were present in its genome and were 
necessary to Brucella’s pathogenic ability. Several regulators that control the production of 
flagellar proteins have also been uncovered. However, no flagellum was viewed on Brucella 
until today.  
 
In this work, we showed for the first time through the optical and electron microscopy 
that B. melitensis produces transitionally a polar sheathed flagellum. On the other hand, we 
also investigated the regulation of flagellar system. Firstly, we studied the role of sigma factor 
RpoE1 on flagellar genes. The rpoE1 mutant overexpresses flagellar genes and produces a 
longer flagellum. Secondly, we showed that the production of flagellin was controlled by 
specific regulators named FlbT and FlaF. FlbT is a flagellin activator while FlaF is a flagellin 
inhibitor. In addition, we showed that the function of FlbT appears to be conserved among the 
Rizhobiales. We also showed that B. melitensis is more virulent in the absence of flagellin, 
which indicates a specific role of flagellin. The function of the flagellin of Brucella remains to 
be investigated. 
Finally, a preliminary in silico analysis of the genome of Brucella has enabled us to 
target other potential regulators of the flagellar system. The data gathered during this work 





































« Rien ne me choque, moi,  je suis un scientifique. » 
Indiana Jones dans “Indiana Jones et le Temple Maudit”  
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1. Le flagelle parmi la diversité du monde bactérien 
Bien qu’elles soient invisibles à l’œil nu, les bactéries représentent une part importante 
de la vie sur Terre. On estime que le nombre total de bactéries sur Terre est de 10
30 
(Whitman 
et al., 1998).  
La mobilité est un des mécanismes qui leur a permis de s’adapter au monde dans lequel 
elles vivent. En effet, des bactéries mobiles ont été isolées d’habitats très différents, tels que la 
surface de l’eau, l’environnement sous-marin volcanique, le sol ou même notre corps 
(Ottemann and Miller, 1997).  
Le flagelle bactérien est l’une des structures les plus étudiées permettant à la bactérie de 
bouger dans son environnement (Jarrell and McBride, 2008). Cet appendice extracellulaire est 
un long filament de plusieurs dizaines de µm de long et d’environ 20 nm de diamètre. On 
estime qu’environ 80% des espèces bactériennes connues sont flagellées (Moens and 
Vanderleyden, 1996) (Soutourina and Bertin, 2003). 
 
Figure 1 : Présentation des différents types de flagelles. Photos en microscopie électronique 
à transmission présentant (A) les flagelles à chaque pôle de Campylobacter jejuni, (B) le 
flagelle polaire de Caulobacter crescentus, (C) le double système comprenant un flagelle 
polaire gainé et de multiples flagelles péritriches de Vibrio parahaemolyticus, (D) les flagelles 
polaires lophotriches de Vibrio fischeri, (E) les flagelles péritriches d’Escherichia coli, (F) le 
flagelle polaire gainé plus épais de Vibrio parahaemolyticus (voir aussi la flèche en C) 
(Kamal et al., 2007) (Skerker and Laub, 2004) (McCarter, 2001) (Millikan and Ruby, 2004) 
(Chevance and Hughes, 2008).    
Beaucoup de bactéries de type Gram-négatif, Gram-positif et d’Archaebactéries utilisent 
un flagelle pour se déplacer. Les flagelles des bactéries de type Gram-négatif et Gram-positif 
sont essentiellement similaires.  La différence majeure provient de la structure supplémentaire 
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associée à la membrane externe chez les bactéries de type Gram-négatif. Le flagelle des 
Archaebactéries est primitif et s’apparente plus à une structure entre le flagelle bactérien et le 
pilus de type IV (Ng et al., 2006).   
L’arrangement du flagelle sur la bactérie varie, et a même longtemps été utilisé pour 
définir les caractéristiques d’un taxon bactérien (Figure 1) (Obuchowski and Jacobs-Wagner, 
2008).  
Certaines bactéries présentent un flagelle polaire comme Caulobacter crescentus, 
Pseudomonas aeruginosa ou Vibrio cholerae. Les bactéries Escherichia coli et Salmonella 
enterica serovar Typhimurium1 produisent une multitude de flagelles tout autour d’elles 
(Macnab, 1996).  
D’autres variantes existent comme une multitude de flagelles à un seul pôle de Vibrio 
fischeri, un flagelle à chaque pôle de Campylobacter jejuni, et un ou plusieurs flagelles 
recouverts d’une gaine comme Helicobacter pylori ou Bdellovibrio bacteriovorus (Figure 1) 
(Sjoblad et al., 1983).  
Des cas étonnants présentent à la fois des flagelles péritriches tout autour de la bactérie et 
un flagelle de type gainé polaire comme Vibrio parahaemolyticus (McCarter, 2001) (Merino 
et al., 2006). Les bactéries du groupe des Spirochètes produisent des flagelles dans l’espace 
périplasmique et entourent la bactérie, ce qui lui confère une forme particulière spiralée 
(Charon and Goldstein, 2002)
 
(Charon et al., 2009). 
Bien que le flagelle permette à la bactérie de bouger, on lui attribue également d’autres 
fonctions (Moens and Vanderleyden, 1996). Par exemple le flagelle sert également de 
système de sécrétion pour des facteurs de virulence tel YplA chez Yersinia enterocolitica ou 
les protéines Cia chez Campylobacter jejuni (Young et al., 1999) (Konkel et al., 2004).  
Chez Pyrococcus furiosus ou plusieurs espèces d’Aeromonas, il possède un rôle 
d’adhérence à des surfaces pour former des biofilms (Nather et al., 2006) (Kirov, 2003). Les 
différents rôles ne seront pas détaillés ici. Notons néanmoins que le flagelle possède des 
fonctions étonnantes comme celle de pouvoir sentir l’humidité du milieu externe chez S. 
typhimurium (Wang et al., 2005). 
2. La structure du flagelle 
Le flagelle bactérien est une structure complexe qui a été largement étudiée chez les 
entérobactéries E. coli et S. typhimurium (Macnab, 2003) (Chevance and Hughes, 2008). 
Le flagelle est principalement composé de 3 parties (Figure 2) (Chevance and Hughes, 
2008) (Minamino et al., 2008b). La première partie est le corps basal qui est ancré dans la 
membrane bactérienne et est le moteur qui permet de fournir la rotation du flagelle.  
                                                          
1
 Par facilité nous utiliserons la dénomination de Salmonella typhimurium dans la suite. 
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La seconde partie est le coude qui transfère la rotation du corps basal à la troisième 
partie, le filament. Ce filament est la partie visible de la machine et la plus importante en 
termes de protéines flagellaires. Le filament est le propulseur de la machine. 
 
Figure  2 : Structure du flagelle bactérien. (a) Bactérie en nage propulsée par un faisceau de 
flagelles. (b) Photo prise en microscopie électronique d’un flagelle isolé de S. typhimurium. 
(c) Schéma du flagelle constitué de 3 parties : le corps basal qui sert de moteur rotatoire 
réversible (basal body), le coude (hook) qui transfert l’énergie de rotation à la troisième partie 
qui est le filament hélicoïdal (filament). OM, membrane externe; PG, couche de 
peptidoglycane; CM, membrane cytoplasmique (Minamino et al., 2008a).   
Dans cette partie, nous allons décrire brièvement les différentes parties du flagelle, ainsi 
que les gènes et protéines qui interviennent dans l’assemblage du flagelle. 
2.1. Le corps basal 
Le corps basal est la partie du flagelle située dans la membrane bactérienne qui contient 
le moteur flagellaire et fournit toute l’énergie nécessaire à la rotation du flagelle (Figure 3) 




Figure 3 : Structure du corps basal. (A) Reconstitution du corps basal par superposition 
d’images en microscopie électronique à transmission (Thomas et al., 2001). (B) 
Reconstruction du corps basal de S. typhimurium en 3 dimensions (DeRosier, 2006). (C) 
Image d’un seul corps basal du flagelle de S. typhimurium en microscopie électronique à 
transmission (Lux et al., 2000). L ring, anneau de la membrane externe (OM) ; P ring, 
anneau dans la couche de peptidoglycane (PG); rod, tige ; MS ring, anneau dans la 
membrane cytoplasmique (IM) ; C ring ; partie cytoplasmique du flagelle en forme d’anneau. 
Le corps basal est constitué d’une plateforme dans la membrane cytoplasmique 
(l’anneau MS) sur laquelle vont s’ancrer le moteur flagellaire qui permettra la rotation de la 
structure et un système de sécrétion qui fournira les protéines flagellaires au reste de la 
structure.  
Les protéines sécrétées passeront dans un tube creux (la tige) qui traverse toutes les 
membranes bactériennes jusqu'à l’extérieur de la bactérie. Le corps basal est également 
constitué de plusieurs anneaux protéiques qui ont un rôle de protection de la structure et 
d’ancrage dans les membranes. Ces structures vont être brièvement décrites ci-dessous. 
2.1.1. L’anneau MS 
La formation du flagelle débute par l’intégration de protéines FliF dans la membrane 
cytoplasmique (Kubori et al., 1992). Cet assemblage constitué de 26 sous-unités de FliF 
forme un anneau appelé « MS-ring » (Figure 4) (Ueno et al., 1992).  
Au départ considérés comme deux anneaux distincts (anneau M pour « membrane » et 
anneau S pour « supramembrane »), il s’avère que ces deux anneaux ne forment qu’une seule 
et même structure composée de la même protéine FliF (Ueno et al., 1992).  
Ce premier anneau forme une plateforme avec un pore central qui permettra l’insertion 
du système de sécrétion (Kihara et al., 2001) (Macnab, 2003) . L’anneau MS est aussi en 




Figure 4 : Structure de l’anneau MS. (a) Représentation tridimensionnelle de la surface de 
l’anneau MS. (b) Coupe transversale de l’anneau MS. L’anneau MS est divisé en 5 
domaines marqués P, C, M, S et R (Suzuki et al., 2004) (Minamino et al., 2008a). (c) En 
jaune, situation de l’anneau MS dans la structure du corps basal. En rouge position probable 
de FliG et en vert domaine non occupé par FliF et FliG (Suzuki et al., 2004) (Minamino et al., 
2008a).  
2.1.2. Le moteur flagellaire et l’anneau C 
Le moteur flagellaire est le système qui va fournir l’énergie nécessaire à la rotation du 
flagelle et lui permettre de tourner. Ce système peut être divisé en deux parties principales: le 
stator et le rotor (Macnab, 2003).  
Le stator est un complexe de protéines situé dans la membrane cytoplasmique (les 
protéines Mot) alors que le rotor est une partie du corps basal contenant l’anneau C qui subira 
la rotation. Le fonctionnement de ce moteur sera expliqué après une brève description de 
l’anneau C. 
2.1.2.1. L’anneau C 
L’anneau C est formé des protéines FliG, FliM et FliN et s’insère à la face 
cytoplasmique de l’anneau MS (Figure 5A) (Francis et al., 1994). Ces 3 protéines forment ce 
que l’on appelle le « switch complex » car l’anneau C intervient dans le changement de sens 
de rotation du flagelle (Berg, 2003). Ce changement de rotation est nécessaire pour que la 




Figure 5 : Représentation schématique de l’anneau C et du moteur flagellaire (Brown et al., 
2007). (A) La conformation précise de FliG dans l’anneau C n’est pas connue, pour cette 
raison les deux possibilités sont présentées dans ce schéma. (B) Représentation 
schématique du moteur flagellaire à proton chez E. coli et du moteur flagellaire à sodium 
chez V. alginolyticus (Yonekura et al., 2006). Le flagelle de V. alginolyticus est gainé 
(sheath) (voir point 1). L’énergie est fournie par un potentiel électrique et chimique généré 
par le passage d’ions à travers la membrane interne. Le stator est hypothétiquement 
composé des complexes (MotA)4(MotB)2 ou (PomA)4(PomB)2 selon l’espèce bactérienne. 
OM, membrane externe ; PG, couche de peptidoglycane ; CM, membrane cytoplasmique. 
FliG forme la partie de l’anneau C qui fait la jonction entre l’anneau MS et le rotor 
flagellaire (Brown et al., 2007). Cette protéine est à la base de la rotation du flagelle mais 
participe aussi au changement du sens de rotation (Macnab, 2003). Dans l’anneau C, FliG est 
en contact direct avec la protéine FliM (Passmore et al., 2008).  
La protéine FliM forme quant à elle la partie du flagelle liée au système du 
chimiotactisme (voir point 3.2) (Toker and Macnab, 1997). Une fois phosphorylée, la protéine 
du système du chimiotactisme CheY se fixe à FliM (Khan et al., 2000; Mathews et al., 1998; 
Sagi et al., 2003). C’est grâce à ce signal que le sens de rotation va changer  (Park et al., 
2006).  
Pour terminer, l’anneau C est principalement constitué à son extrémité cytoplasmique 
de la protéine FliN (Paul and Blair, 2006). Bien que FliN soit essentielle au rôle de l’anneau 
C, sa fonction précise est encore inconnue. Il est néanmoins probable que FliN soit associée 
avec le système de sécrétion et/ou avec le système de chimiotactisme (Gonzalez-Pedrajo et 
al., 2006) (Paul et al., 2006) (McMurry et al., 2006). 
Ce système est sans doute encore plus complexe que décrit initialement et il est possible 
qu’il interagisse avec d’autres systèmes comme la respiration anaérobie. En effet, on a 
récemment découvert que l’enzyme FRD (Fumarate Réductase) interagissait directement avec 
FliG et intervenait dans le changement du sens de rotation chez E. coli (Cohen-Ben-Lulu et 




2.1.2.2. Le moteur flagellaire 
Le moteur flagellaire est composé d’un stator immobile qui fournit la rotation au rotor. 
L’énergie nécessaire à la rotation de toute la structure flagellaire est fournie grâce à une 
différence de potentiel électrochimique provoquée par le passage d’ions à travers la 
membrane cytoplasmique (Nakamura et al., 2009).  
Le stator est composé par les protéines MotA et MotB dans une stœchiométrie 
(MotA)4(MotB)2 (Kojima and Blair, 2004). Ce stator fonctionne comme une sorte de pompe à 
protons située dans la membrane cytoplasmique (Figure 6). Un domaine de MotB est 
accroché à la couche de peptidoglycane et maintient fixement le stator (Roujeinikova, 2008). 
Quant à la protéine MotA, elle fait tourner le rotor grâce à un contact avec FliG (Zhou et al., 
1998) (Braun et al., 1999). 
 
Figure 6 : Mécanisme de rotation du flagelle. (A) Le passage du proton dans le stator induit 
un changement de conformation de celui-ci qui provoque une rotation du rotor. (B) 
Présentation du mécanisme de rotation en 3 étapes lors du passage d’un proton (Kojima and 
Blair, 2001). H+, proton. 
Le stator ainsi formé va convertir l’influx de proton en travail mécanique, c'est-à-dire la 
rotation (Berg, 2003) (Figure 6). Lorsque les protons traversent la membrane, ils se fixent au 
résidu aspartate de MotB, ce qui engendre un changement de conformation du stator. C’est ce 
changement de conformation qui provoque le  mouvement du rotor en poussant FliG (Kojima 
and Blair, 2001).  
Cette étape est suivie par une déprotonation du résidu aspartate qui libère le proton dans 
le cytoplasme et restore ainsi la conformation originale du stator (Macnab, 2003) (Jarrell and 
McBride, 2008).  Chez certaines bactéries comme Bacillus, ou certaines espèces de Vibrio, le 





2.1.3. Le système de sécrétion de type III flagellaire 
Il est probable que le système de sécrétion soit une des premières parties de la structure 
flagellaire à être assemblée en coordination avec l’anneau MS (Macnab, 2003).  
Le système de sécrétion de type III flagellaire (ou appareil d’export) va permettre 
l’assemblage du flagelle par sécrétion des protéines flagellaires dans le corps basal en cours 
de formation (Macnab, 2004). Ensuite, les protéines flagellaires synthétisées dans le 
cytoplasme vont traverser l’espace périplasmique, la membrane externe puis se retrouver dans 
l’espace extracellulaire où elles vont être assemblées en coude et en filament (Minamino et 
al., 2008b). 
L’appareil d’export flagellaire est constitué de 6 protéines membranaires (FlhA, FlhB, 
FliO, FliP, FliQ et FliR) et de 3 protéines cytoplasmiques (FliH, FliI et FliJ) (Figure 7) 
(Minamino et al., 2008b). 
 
Figure 7 : Schéma du système de sécrétion de type III flagellaire. Les protéines 
membranaires FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ et FliR sont localisées dans le pore central formé 
par l’anneau MS (en bleu). Les protéines FlhA et FlhB ont de larges domaines 
cytoplasmiques localisés dans la cavité de l’anneau C. FlhA et FlhB forment une plateforme 
pour l’ATPase FliI et son régulateur FliH.  Dans le cytoplasme, FliI forme un hétérotrimère 
avec un dimère de FliH et la chaperonne FliJ empêche une agrégation de ces structures. 
Lorsqu’il se fixe à la plateforme FlhA-FlhB, le complexe FliH/I forme un hexamère (en vert). 
CM, membrane cytoplasmique (Minamino et al., 2008b). 
Les protéines cytoplasmiques FliH, FliI et FliJ forment un complexe soluble qui fixe les 
protéines à exporter, les guide vers la partie membranaire du système de sécrétion, et fournit 
l’énergie nécessaire à l’initiation de l’export (Minamino and MacNab, 2000) (Minamino et 
al., 2008b).   
FliI est l’ATPase qui fournit l’énergie nécessaire à l’export des protéines par hydrolyse 
de l’ATP (Imada et al., 2007). FliH régule l’activité ATPase de FliI (Minamino et al., 2002). 
Quant à FliJ, elle agirait principalement comme une chaperonne (Minamino et al., 2000a). Le 
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mécanisme d’exportation des protéines flagellaires par le système de sécrétion de type III 
flagellaire est présenté brièvement à la Figure 8. 
 
Figure  8 : Mécanisme d’exportation des protéines flagellaires. (a) La chaperonne FliJ (vert 
clair) se fixe sur la protéine à exporter (en noir) puis au complexe FliH2FliI (vert foncé) dans 
le cytoplasme. (b) Le nouveau complexe FliH2FliI-FliJ-protéine se fixe à l’anneau C via 
l’interaction de FliH avec FliN. (c) L’interaction entre FliJ et FliM de l’anneau C permet 
ensuite la libération du complexe FliH2FliI-protéine et la fixation de celui-ci sur  la plateforme 
formée par les protéines membranaires du système de sécrétion (en rouge). A cet endroit, 
FliI forme un anneau hexamèrique qui va engager la sécrétion de la protéine flagellaire via 
sa partie N-terminale. (d) Dès que la partie N-terminale de la protéine est fixée à l’entrée du 
système de sécrétion, l’hydrolyse de l’ATP par FliI permet la libération de la protéine du 
complexe FliH-FliI. Ensuite, celui-ci se désagrège. La déstructuration de la protéine et sa 
sécrétion via le pore de 2 nm de diamètre est produit grâce à la force protomotrice. En bleu, 
système de sécrétion fermé; en rouge, système ouvert en cours de sécrétion (Minamino et 
al., 2008b). 
Notons qu’il y a encore quelques années, il était unanimement admis que seul l’ATP 
fournissait l’énergie nécessaire à la sécrétion des protéines flagellaires (Fan and Macnab, 
1996). Cependant, de nouvelles données expérimentales ont prouvé il y a peu que bien que 
l’ATP soit sans doute nécessaire pour les premières étapes de la sécrétion des protéines 
flagellaires, la source d’énergie majeure provient des protons (Paul et al., 2008) (Minamino 
and Namba, 2008). 
Le système de sécrétion flagellaire est similaire au système de sécrétion de type III 
(SST3) ou « injectisome » (Figure 9) (Blocker et al., 2003) (Cornelis, 2006). Cette homologie 
est partagée du point de vue de la structure, mais également sur le système de régulation 
(Plano et al., 2001) (Minamino et al., 2008b).  
En effet, 9 protéines de l’appareil de sécrétion de type III sont similaires aux 
composantes flagellaires (Cornelis, 2006). Bien qu’il ait souvent été décrit que le système de 
sécrétion flagellaire était l’ancêtre du SST3, des récentes études de phylogénétiques 
démontrent que les deux structures seraient aussi anciennes l’une que l’autre, et partageraient 
un ancêtre commun (Gophna et al., 2003). Néanmoins, les avis divergent encore et le débat 




Figure  9 : Comparaison entre le système de sécrétion flagellaire (à gauche) et le système 
de sécrétion de type III (SST3) (à droite). Les protéines flagellaires homologues aux 
protéines du système de sécrétion sont entre parenthèses et les lignes désignent les parties 
de la structure en commun (Yip and Strynadka, 2006).  
2.1.4. La tige 
La tige est un canal creux d’un diamètre d’environ 2 nm qui traverse les membranes 
bactériennes pour permettre l’exportation des protéines flagellaires. Les protéines formant la 
tige sont les premières protéines à être exportées par le système de sécrétion. Cette tige est 
composée des protéines FlgB, FlgC, FlgF et FlgG qui vont s’auto-assembler dans la structure 
après leur export (Figure 10) (Homma et al., 1990) (Saijo-Hamano et al., 2004).  
 
Figure 10 : Assemblage de la tige à travers les 3 enveloppes bactériennes. FlgJ digère la 
couche de peptidoglycane (PG) et FlgH la membrane externe (OM) pour permettre le 
passage de la tige formée de FlgB, FlgC, FlgF et FlgG (Nambu et al., 1999). 
La structure de la tige est probablement liée à la protéine FliF (l’anneau MS) grâce à la 
protéine FliE qui aurait un rôle d’adaptateur structural (Minamino et al., 2000b). FlgF est 
localisée à l’autre extrémité de la tige et sert de jonction avec les protéines du coude (FlgE)  
(Macnab, 2003).  
L’ordre des autres protéines dans la structure est actuellement inconnu. Lors de la 
formation de la tige, la protéine FlgJ permet l’assemblage de la tige mais dégrade également 
la couche de peptidoglycane grâce son activité hydrolase (Hirano et al., 2001) (Nambu et al., 




2.1.5. Les anneaux P et L 
L’anneau P et l’anneau L sont deux structures cylindriques autour de la tige et sont 
formés respectivement par les protéines FlgI et FlgH (Figure 10) (Hizukuri et al., 2006) 
(Schoenhals and Macnab, 1996).  
L’anneau P est ancré dans la couche de peptidoglycane et sert de protection pour la tige 
(Hizukuri et al., 2008).  Dans la couche de peptidoglycane, la polymérisation de FlgI 
nécessite la présence de la chaperonne FlgA (Figure 11).  Après le passage de FlgI et de FlgA 
à travers la membrane cytoplasmique par le système Sec, FlgA agirait comme une chaperonne 
dans l’espace périplasmique pour faciliter la polymérisation de FlgI (Nambu and Kutsukake, 
2000).  
L’anneau L est formé par la lipoprotéine FlgH et serait en interaction avec FlgI pour 
former un complexe anneau P/L (Apel and Surette, 2008). 
 
Figure 11 : Modèle du rôle de chaperonne de FlgA lors de la formation de l’anneau P. FlgA 
est exporté dans l’espace périplasmique et interagit directement avec FlgI pour faciliter la 
formation de l’anneau P (Nambu and Kutsukake, 2000). gA, forme mature de la protéine 
FlgA ; gI, forme mature de la protéine FlgI ; OM, membrane externe ; PG, couche de 
peptidoglycane ; IM, membrane interne. 
2.2. Le coude 
Le coude est une courte structure tubulaire qui fait office de charnière entre le moteur 
flagellaire et le filament. Sa flexibilité permet de transférer l’énergie de la rotation du moteur 
au filament plus rigide (Samatey et al., 2004) (Shaikh et al., 2005). Le coude est constitué 
d’environ 120 copies de la protéine FlgE et mesure précisément 55 ± 6 nm (Figure 12) 
(Samatey et al., 2004) (Hirano et al., 1994) (Martz, 2004).  
Après l’assemblage de la tige, FlgD s’assemble en chapeau au bout de la structure pour 




Figure 12 : Structure du coude. Agrandissement de gauche à droite de l’agencement des 
protéines FlgE dans la structure du coude. La partie verte de la protéine FlgE est la partie 
présentée à la face externe du coude et la partie bleue est la partie formant le canal interne 
du coude. Figure modifiée (Samatey et al., 2004). 
2.2.1. Lien entre la taille du coude et le système de sécrétion de type III 
flagellaire 
La taille précise de 55 nm du coude est un processus finement contrôlé. Le régulateur 
FliK est l’acteur principal de ce processus et utilise un mécanisme similaire à celui utilisé 
pour contrôler la taille de l’aiguille des systèmes de sécrétion de type III (Cornelis, 2006).  
 Selon un premier modèle appelé « cup model », les protéines FlgE engorgent l’anneau 
C et empêchent la sécrétion de FliK (Figure 13) (Muramoto et al., 1999) (Makishima et al., 
2001).  
L’assemblage du coude dégorge progressivement l’anneau C permettant ensuite 
l’interaction de FliK avec le système de sécrétion flagellaire. Cette interaction change la 
spécificité des protéines sécrétées, passant des protéines du coude aux protéines de la 




Figure 13 : Modèle de régulation du contrôle de la longueur du coude par FliK nommé « cup 
model ».  Dans ce modèle, l’anneau C stocke les sous-unités de protéines FlgE avant leur 
sécrétion. Lors de la sécrétion, l’anneau C se vide et FliK peut interagir avec le domaine 
cytoplasmique de FlhB (FlhBC) ce qui provoque un changement de spécificité des protéines 
sécrétées par le système de sécrétion (Ferris and Minamino, 2006).  
En fait, un autre mécanisme fut proposé après les récentes découvertes sur un 
mécanisme similaire de régulation de la longueur de l’aiguille des injectisomes (Moriya et al., 
2006) (Shibata et al., 2007) (Journet et al., 2003).  
Dans ce nouveau modèle, c’est la longueur et la structure de FliK qui semble déterminer 
la longueur du coude (Waters et al., 2007) (Minamino et al., 2004). Lorsque FliK est 
exportée, celle-ci se déplierait, entrerait en contact à la fois avec le système d’exportation et le 
coude en formation (Minamino et al., 2008b) (Figure 14). 
FliK est divisé en une partie C-terminale et une partie N-terminale. La partie N-
terminale se fixe sur le chapeau du coude en formation et va être le senseur et le transmetteur 
de l’information sur la longueur du coude (Minamino et al., 2004) (Hirano et al., 2005). 
Le coude en formation génère donc un signal sur l’état de son assemblage qui est 
transféré au système d’exportation par FliK. Une fois la taille du coude atteinte, le signal 
transmis par FliK change la spécificité du substrat, ce qui a pour conséquence de stopper 
l’exportation de FlgE et de passer à l’assemblage du filament.  
Ce signal est transmis à la partie C-terminale qui  interagit avec le système 
d’exportation via FlhB et provoque un changement de conformation de FlhB (Williams et al., 
1996) (Minamino et al., 2008b). Ce changement de conformation change ensuite la spécificité 





Figure 14 : Autre modèle du mécanisme de contrôle de la longueur du coude par FliK. Le 
système de sécrétion de type III flagellaire (en vert) incluant FlhB (en vert foncé) sont 
localisés dans le pore central formé par l’anneau MS. (a) et (b) Les protéines FlgE (en 
orange) exportées s’auto-assemblent au bout du coude en formation à l’aide du chapeau 
formé par FlgD (en mauve). (c) FliK est exporté occasionnellement durant l’assemblage du 
coude, ce qui provoque un repliement et une fixation des protéines FlgE juste en dessous du 
chapeau au bout du coude en formation. (d) FliKN (bleu foncé) non replié dans le canal 
central fixe temporairement sa partie N-terminale au chapeau du coude. La conformation 
dépliée de FliKN et une partie de FliKC (en rose) atteignent une longueur de 90 nm qui 
correspond à la longueur de la tige et du coude réuni. Le reste de la partie de FliKC interagit 
avec la partie FlhBC quand le coude atteint une longueur de 55 nm (Moriya et al., 2006). 
A l’heure actuelle, plusieurs modèles pour expliquer l’action de FliK sur la régulation 
de la taille du coude existent et le débat sur cette question est encore ouvert (Waters et al., 
2007). 
2.3. Le filament et ses protéines de jonction  
Le filament est un long tube cylindrique avec une forme hélicoïdale qui agit comme un 
propulseur (Macnab, 2003).  Cette structure est formée de 11 protofilaments de flagelline (la 
protéine FliC). C’est l’agencement de la flagelline dans ces protofilaments qui crée la 
structure hélicoïdale du filament (Samatey et al., 2001) (Yonekura et al., 2003).  
2.3.1. Les protéines de jonction HAP1 et HAP3  
Après l’assemblage du coude, le chapeau formé de protéines FlgD disparaît et est 
remplacé par une structure de jonction entre le coude et le filament (Macnab, 2003). Cette 
jonction est formée par les protéines FlgK et FlgL, aussi appelées respectivement HAP1 et 
HAP3 (Hook Associated Proteins) (Homma and Iino, 1985) (Apel and Surette, 2008).  
L’exportation de ces protéines nécessite l’action de la protéine FlgN qui jouerait un rôle 
de chaperonne en empêchant la polymérisation de ces protéines dans le cytoplasme et en les 





2.3.2. Le filament et son assemblage 
Le filament est la plus grande partie du flagelle. Il peut atteindre jusqu'à 15 µm de long 
et est formé d’environ 20000 sous-unités de flagelline (ou FliC) (Macnab, 2003). Le filament 
a un rôle de propulseur et est capable de changer de forme lors du changement de direction de 
rotation du flagelle (Chevance and Hughes, 2008). 
La structure tridimensionnelle de la flagelline est disponible depuis quelques années et 
montre qu’elle possède une forme en lettre grecque Γ (Figure 15) (Samatey et al., 2001) 
(Yonekura et al., 2003).  
La séquence peptidique du domaine de la flagelline exposé à la surface du filament est 
très variable chez les différentes espèces bactériennes (dans les domaines D2 et D3). Par 
contre, la séquence de la partie interne au filament est très conservée (les domaines D0 et D1) 
(Beatson et al., 2006). 
 
Figure 15 : Structure du filament. Agrandissement de gauche à droite de l’agencement de la 
flagelline dans la structure du filament. Au centre, coupe transversale et horizontale du 
filament avec agencement de la flagelline dans la structure. La carte de densité au centre est 
de 20 Å. IT, partie interne du filament; OT, partie externe du filament.  A droite, structure de 
la flagelline et de ses 4 domaines. D0, domaine situé dans la partie interne du filament (bleu 
clair) et comprenant la partie C-terminale (rouge) et N-terminale (bleu foncé). D2 et D3, 
domaines situés dans la partie externe du filament (vert). Figure modifiée (Macnab, 2003) 
(Samatey et al., 2001) (Yonekura et al., 2003). 
Lors de l’assemblage de FlgK et FlgL au bout du coude, une troisième protéine appelée 
FliD (ou HAP2) vient s’assembler tout au-dessus du coude. De façon similaire à FlgD, FliD 
forme un chapeau au-dessus du filament en formation. Cette protéine forme un pentamère qui 
assemble les sous-unités de flagelline une à une pour former le filament (Figure 16) 
(Vonderviszt et al., 1998), (Yonekura et al., 2000).  
Le pentamère de FliD est muni de 5 pieds qui introduisent les monomères de flagelline 
dans le filament en construction. Le passage et l’ajout du monomère dans le filament change 
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la conformation du pentamère, ce qui provoque l’ajout d’une nouvelle sous-unité de flagelline 
et ainsi de suite (Figure 16C) (Maki-Yonekura et al., 2003). 
Cette étape de l’assemblage termine la production du flagelle. La fonction du flagelle 
lors de la mobilité est abordée dans le prochain paragraphe. 
 
Figure 16 : Assemblage du filament. (A) Schéma de l’assemblage du filament par ajout de 
sous-unités de flagelline grâce au pentamère de FliD (en orange). Les pieds du pentamère 
ajoutent la flagelline au filament en formation. (B) Coupe transversale du filament. Le 
pentamère participe au repliement de la flagelline (FliC) dans la chambre au bout du 
filament. (C) Schéma de l’ajout de sous-unités de flagelline (en jaune) dans un filament en 





3. La mobilité bactérienne liée au flagelle 
Les bactéries possèdent d’autres structures pour leur permettre de bouger, comme par 
exemple, les « pieds » chez Mycoplasma mobile (Uenoyama and Miyata, 2005)  (Nakane and 
Miyata, 2007).  
Bien que les bactéries puissent utiliser différents moyens de locomotion, nous ne 
discuterons ici que du déplacement lié au fonctionnement du flagelle bactérien. Pour un 
aperçu des autres modes de mobilité, nous conseillons les revues de Bardy et al. et Jarrell et 
al. (Bardy et al., 2003) (Jarrell and McBride, 2008). 
3.1. Le mouvement : le comportement 
Pour survivre dans un milieu hostile en perpétuel changement, les bactéries ont 
développé un système de locomotion efficace (Wadhams and Armitage, 2004).  Non 
seulement les bactéries sont capables de se déplacer, mais de plus, elles ont mis au point un 
système complexe pour pouvoir se diriger dans leur environnement. Ce comportement a été 
particulièrement bien étudié chez Escherichia coli. 
Grâce au déplacement, les bactéries peuvent disposer plus facilement de leurs 
nutriments, éviter les substances toxiques, migrer vers leur hôte favori et avoir accès à une 
niche de réplication, ou se disperser dans l’environnement afin de faciliter la transmission à 
un nouvel hôte (Ottemann and Miller, 1997) (Josenhans and Suerbaum, 2002). 
La bactérie E. coli se déplace dans un milieu liquide en alternant la nage et de courts 
moments de pauses. C’est lors de ces pauses que la bactérie se réoriente. La nage est produite 
par une rotation du flagelle dans le sens anti-horloger (CCW) qui produit un rassemblement 
des flagelles en faisceau. Ce faisceau de flagelles produit une force qui propulse la bactérie. 
Par contre, la réorientation est produite par une rotation des flagelles dans le sens horloger 
(CW), ce qui a pour conséquence de changer la conformation des flagelles et de désorganiser 
le faisceau de flagelles (Figure 17b).  
A chaque pause, la bactérie a la possibilité de se réorienter de manière aléatoire 
(Armitage and Schmitt, 1997). Bien que la direction de la nage soit aléatoire, le temps de la 
nage est plus long lorsque la bactérie se dirige vers un milieu favorable (Sourjik, 2004). Cela 




Figure 17 : Type de mouvement produit par le flagelle de (a) Rhodobacter sphaeroides, (b) 
Escherichia coli, (c) Sinorhizobium meliloti. En haut, trajectoire en 3 dimensions suivie par la 
bactérie, en bas, comportement de la bactérie. (a) R. sphaeroides à un moteur 
unidirectionnel qui peut changer sa vitesse et s’arrêter périodiquement. Lorsque le moteur 
s’arrête, le flagelle se relâche et prend une conformation repliée (en forme de spirale). La 
diminution de la vitesse de rotation provoque alors une réorientation de la bactérie. (b) E. coli 
nage en formant un faisceau de flagelles lorsque ceux-ci tournent dans le sens anti-horloger. 
Périodiquement, le sens de rotation change vers le sens horloger et le faisceau de flagelles 
se défait. La bactérie bouge sur place et se réoriente pour la prochaine étape de nage. (c) S. 
meliloti forme un faisceau de flagelles qui ne tournent que dans le sens horloger. La vitesse 
du moteur d’un flagelle peut changer individuellement et provoquer une séparation des 
filaments, ce qui engendre un virage dans la trajectoire. Les flagelles ne s’arrêtent jamais de 
tourner et ne changent jamais de direction de rotation (Armitage and Schmitt, 1997). Les 
petites flèches sur les trajectoires en haut indiquent un changement de direction dû à un 
changement de vitesse de rotation des flagelles.   
L’analyse du mouvement d’autres bactéries flagellées montre que le modèle de 
déplacement étudié chez E. coli n’est pas universel (Figure 17) (Armitage and Schmitt, 1997) 
(Turner et al., 2000) (Scharf, 2002).  
Par exemple, bien que S. meliloti produise également plusieurs flagelles péritriches, elle 
n’effectue pas de période d’arrêt pour se réorienter. Les flagelles de S. meliloti ne tournent 
que dans le sens horloger et la réorientation s’effectue grâce à un changement de vitesse de 
rotation des flagelles (Scharf, 2002) (Schmitt, 2002) (Attmannspacher et al., 2005). De même, 
R. sphaeroides change la vitesse de rotation de son flagelle pour se réorienter (Figure 17) 




3.2. Le chimiotactisme : le moyen  
Le système du chimiotactisme permet à la bactérie de sentir le milieu environnemental 
et provoque une réponse par un changement de rotation des flagelles (Figure 18) (Wadhams 
and Armitage, 2004). C’est ce système qui permet à la bactérie de fuir un environnement 
néfaste et s’approcher d’un environnement favorable (Kentner and Sourjik, 2006).  
Le système du chimiotactisme est l’un des systèmes de transduction du signal le plus 
étudié et le mieux compris à l’heure actuelle en biologie (Figure 18) (Butler and Camilli, 
2005) (McAdams et al., 2004). 
 
 
Figure 18 : Diagramme du système du chimiotactisme. Le système du chimiotactisme peut 
être considéré comme un réseau regroupant plusieurs modules. Ce réseau est composé (a) 
d’un module « senseur » formé par des récepteurs transmembranaires qui vont « sentir » les 
messagers chimiques externes, (b) un module de transduction du signal qui reçoit 
l’information des récepteurs et la traite pour la transmettre (c) au module de réaction qui est 
le flagelle bactérien. (d) Un module supplémentaire de contrôle de rétroaction permet de 
stabiliser le système (McAdams et al., 2004).  
Ce système est composé d’un complexe récepteurs-kinases organisé en groupe à un pôle 
de la bactérie. Ce complexe sent les stimuli produits par des chimio-effecteurs et transmet le 




Pour commencer, la bactérie détecte certaines molécules de l’environnement. Ces 
composés sont dits « attractant » s’ils sont favorables pour la bactérie, ou « répulsif » si au 
contraire ils sont néfastes. Des récepteurs transmembranaires qui reconnaissent ces composés 
sont situés au pôle de la bactérie. Ces récepteurs ont donc un rôle de « senseurs » de 
l’environnement. Ceux-ci sont aussi appelés MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Proteins) 
car ils vont subir une série de méthylation ou de deméthylation à leur face cytoplasmique.  
Lors du contact avec un attractant ou un répulsif, le MCP change de conformation, ce 
qui modifie son interaction avec les autres partenaires cytoplasmiques du système du 
chimiotactisme.  
La protéine adaptatrice CheW et l’histidine kinase CheA sont en contact direct avec le 
MCP et réagissent au changement de conformation de celui-ci. Lors de la liaison d’un 
attractant au MCP, l’activité d’auto-phosphorylation de CheA est inhibée. Par contre, elle est 
amplifiée lors de la liaison avec un répulsif.  
Une fois phosphorylée, CheA transfert rapidement son groupement phosphoryl au 
régulateur de réponse CheY. Le régulateur phosphorylé (CheY-P) interagit avec le moteur 
flagellaire par liaison avec la protéine FliM (dans l’anneau C) et change le sens de rotation 
d’un sens anti-horloger au sens horloger, provoquant ainsi un arrêt de la bactérie et une 
réorientation (Toker and Macnab, 1997).  
Pour réajuster le comportement de la bactérie face aux changements perpétuels de 
l’environnement, le système dispose aussi d’un module de contrôle (Figure 18d). La 
phosphatase CheZ assure un recyclage rapide de CheY-P par déphosphorylation (McEvoy et 
al., 1999). Ensuite, ce système va agir sur le MCP par méthylation ou déméthylation (assuré 
respectivement par la méthylase CheR et la méthylestèrase CheB). 
Lorsqu’il y a moins d’attractant dans le milieu, le nombre de liaison d’attractant au 
MCP diminue, ce qui a pour effet de stimuler l’auto-phosphorylation de CheA et donc la 
phosphorylation de CheY. Cela provoque une augmentation de la concentration de CheY-P et 
augmente la fréquence de changement du sens de rotation du moteur. Cela a pour 
conséquence finale d’augmenter le comportement de réorientation de la bactérie.  
Cependant, ce phénomène a aussi pour conséquence d’augmenter la phosphorylation de 
la méthylestèrase CheB, et donc d’augmenter la deméthylation du MCP. Au final, l’auto-
phosphorylation de CheA diminue, l’activation du moteur également, et le système récupère 
sa stabilité de départ. 
Dans le cas d’une augmentation de la concentration d’un attractant dans le milieu, 
l’auto-phosphorylation de CheA est inhibée, ce qui réduit la concentration de CheY-P et donc 
la fréquence du changement de direction du moteur flagellaire. Le nombre de réorientation de 
la bactérie diminue et elle nage donc plus longtemps. De plus, la phosphorylation de CheB va 
également être réduite, ce qui permet à la méthyltransférase CheR d’augmenter la méthylation 
du MCP. Cela stimule l’auto-phosphorylation de CheA et rétablit le niveau de départ et la 
fréquence normale du changement de direction. 
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En résumé, le mouvement de la bactérie dépend en permanence de l’équilibre 
méthylation/déméthylation du système dynamique du chimiotactisme. 
Bien que le principe de chimiotactisme soit similaire chez d’autres bactéries, les 
récentes études indiquent que le schéma de régulation peut être encore plus complexe 
(Wadhams and Armitage, 2004). En exemple, et sans entrer dans les détails, S. meliloti, R. 
sphaeroides et V. cholerae possèdent plusieurs régulateurs de réponses CheY (Schmitt, 2002), 




4. Régulation de l’assemblage du flagelle en différentes 
classes 
La production et le fonctionnement du flagelle fait intervenir plus de 60 gènes chez S. 
typhimurium (Frye et al., 2006). La quantité de flagelline produite peut représenter jusqu'à 8% 
de la production protéique totale de la bactérie (Zhao et al., 2007). L’énergie ainsi déployée 
pour le système flagellaire est d’environ 2% de l’énergie totale de la bactérie (Macnab, 1996).  
 
Dans ce contexte, il n’est pas étonnant que les bactéries aient développé un système de 
régulation complexe pour contrôler l’expression des gènes flagellaires et la production de 
protéines flagellaires. Nous allons développer ici certains mécanismes de régulation sur la 
production et le fonctionnement du système flagellaire. 
 
4.1. Le paradigme des 3 classes 
La régulation du système flagellaire a tout d’abord été étudiée chez les entérobactéries 
S. typhimurium et E. coli (Macnab, 1996). Ces études ont montré que l’expression des gènes 
flagellaires s’exécute de manière hiérarchique originellement classé en 3 niveaux (Les classes 
I, II et III) (Kutsukake et al., 1990).  
Les gènes du niveau supérieur ne pouvant être exprimés que si les gènes du niveau 
précédent sont préalablement exprimés. Ces classes suivent l’ordre chronologique 
d’assemblage des pièces flagellaires, du corps basal au filament (Kalir et al., 2001) (voir point 
2). 
L’activateur de l’expression des gènes flagellaires est situé dans la classe I. Les gènes 
flhD et flhC encodent un complexe hexamèrique FlhD4C2 qui active la transcription des gènes 
flagellaires de classe II (Wang et al., 2006).  
Les gènes de classe II comprennent tous les gènes de structure du corps basal, du coude, 
mais aussi du facteur sigma FliA et de son anti-activateur FlgM. Pour terminer, les gènes de 
classe III comprennent les gènes de structure du filament et les gènes du système du 
chimiotactisme qui permettra à la bactérie de se diriger lors de son déplacement (Chilcott and 
Hughes, 2000) (Kalir et al., 2001). L’ordre d’expression des gènes flagellaires est donc couplé 
à l’assemblage du flagelle (Chilcott and Hughes, 2000). 
Le passage de l’expression des gènes de classe II aux gènes de classe III est contrôlé  
par le facteur sigma FliA et dépend du niveau d’assemblage de la structure flagellaire (Liu 
and Matsumura, 1995) (Chilcott and Hughes, 2000). Le facteur sigma FliA active l’expression 
des gènes classe III. Cependant, lors de l’expression des gènes de classe II, l’anti-activateur 
FlgM est également produit. FlgM se lie à FliA et l’empêche d’activer les gènes de classe III 
(Hughes and Mathee, 1998). FlgM joue également un rôle de chaperonne en protégeant FliA 




Une fois le coude assemblé, FlgM est sécrétée dans le milieu, libérant FliA. 
L’assemblage du coude permet donc l’activation de FliA et la transcription des gènes de 
classe III (Figure 19) (Karlinsey et al., 2000). Grâce à ce point de contrôle, les gènes de la 
flagelline ou de tout autre produit protéique nécessaire après la formation du coude ne sont 
transcrits que lorsque le corps basal et un moteur fonctionnel sont présents  (Chevance and 
Hughes, 2008).  
 
 
Figure 19 : Régulation de l’assemblage du flagelle avec un schéma du point de contrôle 
entre la classe II et la classe III. L’induction de l’opéron de classe I flhDC produit le complexe 
FlhD4C2 qui active la transcription des gènes de classe II dépendant du facteur sigma 70 et 
inhibe sa propre transcription. Les gènes de classes II comprennent les gènes d’assemblage 
et de structure du corps basal et du coude. Après l’assemblage du corps basal et du coude, 
les dernières protéines flagellaires vont être sécrétées en dehors de la bactérie et leurs 
chaperonnes vont être relâchées.  La libération du sigma 28 (FliA) active la transcription des 
gènes de classe III comprenant les gènes de structure du filament et les gènes du système 
du chimiotactisme (Chevance and Hughes, 2008). La taille du coude est contrôlée par la 
protéine FliK.  
Cependant, les découvertes de ces dernières années montrent que la régulation de 
l’assemblage du flagelle est encore plus complexe qu’initialement présenté (Barembruch and 
Hengge, 2007) (Chilcott and Hughes, 2000) (Brown et al., 2008). En effet, la représentation 
en 3 classes (ou 3 niveaux) des gènes flagellaires est régie par les promoteurs des opérons 
flagellaires. En général, les gènes d’une même classe font partie d’un même opéron.  
Néanmoins, cette classification peut prêter à confusion car certains gènes peuvent être 
reconnus par des promoteurs de classes différentes (Chilcott and Hughes, 2000). De plus, 
d’autres points de régulation à différents niveaux de la cascade de régulation ont été 
découverts. Par exemple, au premier niveau de régulation, FlhDC s’autorégule et inhibe sa 
propre transcription (Kutsukake, 1997).  
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Pour pouvoir passer par le flagelle, les protéines doivent être sécrétées dans un état non 
replié. Pour éviter d’être repliées dans le cytoplasme avant leur export, certaines chaperonnes 
les aident à garder un état deplié (Fraser et al., 1999).  
Parmi ces chaperonnes, FliT empêche le dépliement de la protéine FliD (nécessaire à la 
formation du filament) (Fraser et al., 1999). Cependant, FliT agit également comme un anti-
activateur de FlhDC (Figure 19) (Yamamoto and Kutsukake, 2006).  Avant l’assemblage du 
coude, FliD est retenu dans la bactérie. La liaison de FliT avec FliD empêche FliT de se lier à 
FlhC, ce qui permet au complexe FlhD4C2 d’activer l’expression des gènes de classe II.  
Une fois le coude assemblé, FliD est sécrétée pour permettre la formation du filament. 
A ce moment, FliT est libéré et se lie à FlhC pour arrêter l’expression des gènes de classes II 
(Kutsukake et al., 1999) (Yamamoto and Kutsukake, 2006).  
Ce schéma se complexifie, car en empêchant l’action de FlhDC, FliT empêche 
également FlhDC de s’auto-inhiber. Cela permet de restaurer la transcription des gènes de 
classe I (Chevance and Hughes, 2008). Dans ce système, la fin du cycle transcriptionnel 
flagellaire (l’activation des gènes de classe III par FliA) coïncide avec ré-initiation du cycle et 
la transcription des gènes de classe I (Figure 19) (Chevance and Hughes, 2008).  
Cet exemple montre comment un schéma de régulation qui semblait à l’origine simple 
s’est complexifié au fil des récentes découvertes, faisant de cette minuscule structure 
flagellaire une machine extrêmement compliquée (Brown et al., 2008). 
4.2. Un autre modèle en 4 classes : le cas Caulobacter 
crescentus 
L’étude de la régulation du système flagellaire a commencé avec les modèles E. coli et 
S. typhimurium (Macnab, 1996). Cependant, la disponibilité sans cesse croissante de génomes 
bactériens a permis d’étudier la régulation flagellaire chez d’autres espèces bactériennes.  
De manière surprenante, le paradigme de régulation en 3 classes chez les 
entérobactéries dirigé par FlhDC n’est pas conservé parmi un grand nombre d’espèces 
bactériennes (McCarter, 2006).  
Caulobacter crescentus est une autre bactérie de référence dans l’étude du système 
flagellaire (Wu and Newton, 1997) (England and Gober, 2001). Cette bactérie aquatique 
possède un cycle de développement composé d’une division asymétrique donnant deux types 
morphologiques différents (Jenal, 2000). Une bactérie issue de cette division sera immobile et 
munie d’un pied qui lui permettra de s’ancrer à une surface. L’autre bactérie issue de cette 
division sera munie d’un flagelle polaire et mobile, ce qui lui permettra de se diriger vers un 
autre environnement (Figure 20) (Skerker and Laub, 2004).  
Contrairement au modèle entérobactérien, C. crescentus possède 4 classes de gènes et 
deux points de contrôle différents. L’expression du flagelle est liée au cycle cellulaire par le 
régulateur de classe I CtrA (Laub et al., 2000) (Laub et al., 2002) (McAdams and Shapiro, 
2003). Ce régulateur remplace le complexe FlhD4C2 des entérobactéries.  
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Une fois phosphorylé, CtrA-P  active l’expression des gènes de classe II comprenant les 
gènes de l’anneau MS, de l’anneau C, du système d’exportation et le régulateur FlbD. FlbD 
est l’activateur des gènes de classe III et IV, et un inhibiteur des gènes de classe II. Il s’agit du 
premier point de contrôle qui diffère du système entérobactérien.  
 
Figure 20 : Hiérarchie de régulation flagellaire en 4 classes de  C. crescentus. La bactérie 
flagellée mobile se différencie d’abord en une bactérie immobile en perdant son flagelle et en 
initiant la production d’un pied et la synthèse d’ADN chromosomique (indiqué par la lettre 
grecque θ dans la bactérie). Ces événements déclenchent une cascade de régulation 
flagellaire qui contrôle l’expression temporelle des gènes flagellaires nommés dans les 
cadres en dessous de la représentation schématique de C. crescentus (une partie seulement 
des 50 gènes flagellaires est représentée). L’activation du régulateur transcriptionnel CtrA 
amorce l’expression des gènes de classe II (comprenant les gènes de l’anneau MS, du 
système de sécrétion, de l’anneau C et des régulateurs FlbD et FliX). L’assemblage de la 
structure encodée par les gènes de classe II est nécessaire pour la transcription des gènes 
de classe III (encodant la tige, les anneaux P et L, le coude) et de classe IV (encodant les 
flagellines). Un autre point de contrôle lie la fin de l’assemblage du coude à l’expression des 
gènes encodant les flagellines. Dans ce système, FlbT se lie à l’ARNm de la flagelline et 
inhibe sa traduction jusqu'à ce que le coude soit totalement assemblé. Le gène flaF est 
également nécessaire à l’expression des flagellines (Llewellyn et al., 2005).   
Cependant, comme chez les entérobactéries, l’assemblage de la structure est couplé à 
l’expression des gènes flagellaires.  
En absence d’une structure encodée par les gènes de classe II, le régulateur FliX 
réprime l’activité de FlbD jusqu'à ce que la première partie du corps basal soit produite (Mohr 
et al., 1998) (Muir and Gober, 2002) (Muir and Gober, 2004). FliX réprime FlbD grâce à une 
interaction directe et forme un complexe qui empêche FlbD d’activer la transcription (Dutton 
et al., 2005). 
Lorsque la première partie du corps basal est assemblée, FliX cesse d’inhiber FlbD et 
active l’expression des gènes de classe III comprenant les gènes de la tige, des anneaux P et L, 
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du coude, et des gènes de classe IV comprenant les flagellines FljJ, FljK et FljL.  La mutation 
des gènes de classe II ou III inhibe la production de flagelline (classe IV).  
Un deuxième point de contrôle important est situé entre les gènes de classe III et les 
gènes de classe IV (les flagellines) (Anderson and Newton, 1997). Contrairement à ce qui est 
présenté chez les entérobactéries, le contrôle ne s’exerce plus à un niveau transcriptionnel 
mais à un niveau post-transcriptionnel et traductionnel.  
Les protéines FlbT et FlaF sont deux régulateurs post-transcriptionnels qui se fixent sur 
l’ARNm des flagellines (Figure 21). Tant que la structure flagellaire n’est pas assemblée 
jusqu’au coude, FlbT se lie à la partie 5’UTR non traduite de l’ARNm de la flagelline et le 
déstabilise. FlbT modifie la structure secondaire de l’ARNm en se liant à une région de 
l’ARNm qui forme une boucle. Cette boucle serait importante pour stabiliser la structure 
secondaire de l’ARNm qui favorise la traduction (Anderson and Gober, 2000). La liaison de 
FlbT empêche donc la traduction de l’ARNm et la production de flagelline.  
Une fois que le coude est assemblé, le régulateur FlaF agit comme un antagoniste de 
FlbT en favorisant la traduction de la flagelline (Llewellyn et al., 2005). L’action de FlaF 





Figure 21 : Schéma du deuxième point de contrôle entre les gènes de classe III et IV chez 
Caulobacter crescentus. La partie supérieure de la figure représente les étapes 
d’assemblage du flagelle entre la classe III et IV. FlbT se lie à la région 5’ non traduite du 
transcrit fljK et active sa dégradation en stabilisant une structure secondaire qui favorise 
l’action des ribonucléases. Lorsque la structure est assemblée jusqu’au coude, il est possible 
que FlaF remplace FlbT sur le transcrit et engendre une structure secondaire qui permet la 
traduction de l’ARNm de la flagelline FljK. L’action de FlaF permet l’assemblage final du 
flagelle par assemblage du filament. Figure modifiée (Anderson and Gober, 2000). 
4.3. Les autres systèmes flagellaires en 4 classes : 
Pseudomonas aeruginosa et Helicobacter pylori  
D’autres systèmes flagellaires en 4 classes différents du modèle de C. crescentus ont 
également été découverts récemment. A titre d’exemple, nous décrirons ici brièvement le 
système de régulation de Pseudomonas aeruginosa et Helicobacter pylori (Dasgupta et al., 
2003) (Niehus et al., 2004). Remarquons que la différence majeure entre les différents 
systèmes est la spécificité des régulateurs flagellaires. Ceux-ci sont très variables d’une 
espèce à l’autre (McCarter, 2006). 
Par exemple, chez P. aeruginosa, FleQ est le régulateur transcriptionnel de classe I qui 
contrôle l’expression des gènes de classe II encodant le moteur, le corps basal, le système de 
sécrétion et les régulateurs FlhF, FleN, FleR et FleS (Arora et al., 1997) (Figure 22).  
FlhF est requis pour la localisation polaire du flagelle (Pandza et al., 2000). FlhF serait 
initialement présent au pôle de la bactérie et ciblerait l’assemblage du flagelle à cet 
emplacement (Dasgupta et al., 2003). FleN inhibe l’activité de FleQ et permet de maintenir la 
production d’un seul flagelle au pôle en diminuant la synthèse des protéines flagellaires 
(Dasgupta et al., 2000) (Dasgupta and Ramphal, 2001) (Dasgupta et al., 2003). 
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Le point de contrôle du passage des gènes de classe II aux gènes de classe III est dirigé 
par le régulateur transcriptionnel FleR et sa kinase FleS. Une fois phosphorylé par FleS, FleR-
P active l’expression des gènes de classe III encodant les protéines de la tige, de l’anneau L et 
du coude. 
 
Figure 22 : Schéma de régulation en 4 classes de Pseudomonas aeruginosa d’après 
Dasgupta (Dasgupta et al., 2003). Représentation du stade de formation de la structure 
flagellaire en haut et représentation schématique de la hiérarchie en bas. Explication voir 
texte. 
Le deuxième point de contrôle entre les gènes de classe III et IV est similaire au 
système utilisé par les entérobactéries et utilise les régulateur FliA et FlgM (Frisk et al., 
2002). Une fois le coude assemblé, FlgM est sécrété et FliA active l’expression des gènes 
encodant la flagelline et le système du chimiotactisme.  
Contrairement aux modèles cités précédemment qui utilisent le facteur sigma 70 pour 
l’expression des premières classes de gènes, les gènes de classe II et III sont tous activés grâce 
au facteur sigma 54 (RpoN) (Jyot et al., 2002) (Dasgupta et al., 2003). Notons aussi que ce 
schéma de régulation semble similaire chez Legionella pneumophila, Vibrio cholerae et 
Vibrio fischeri (Jacobi et al., 2004) (Klose and Mekalanos, 1998) (Millikan and Ruby, 2003). 
Un système particulier de régulation flagellaire existe aussi chez H. pylori (O'Toole et 
al., 2000). Le profil transcriptionnel d’H. pylori présente une cascade de régulation composée 
de 3 classes et d’un classe intermédiaire (Niehus et al., 2004) (Figure 23).  
Contrairement aux autres modèles, il n’y pas de régulateur de classe I identifié et il 
semblerait que les premiers gènes flagellaires soient exprimés constitutivement. Dans ce 
contexte, les gènes de classe I regroupent les gènes de la structure flagellaire jusqu’au coude, 




Les gènes de classe II comprennent les gènes de la tige, du coude, du filament mais 
aussi des protéines de la gaine flagellaire. Le régulateur transcriptionnel FlgR est dépendant 
du facteur sigma 54 et contrôle l’expression des gènes de classe II (Pereira et al., 2006).  
FlgR active aussi les gènes situés dans une classe intermédiaire. Cette classe de gènes 
est régulée par plusieurs facteurs sigma différents (Sigma 80, 54 et 28) et contient des gènes 
de structure et des régulateurs. Les gènes de FliA et FlgM font partie de cette classe. Comme 
dans les autres systèmes décrits, FliA active l’expression des gènes de classe III contenant 
entre autres la flagelline FlaA.  
Notons que deux protéines du corps basal, FlhA et FlhF, ont un profil similaire à ce que 
nous avions qualifié de classe I. En effet, la mutation de FlhA et FlhF engendre une 
diminution de l’expression de tous les gènes de classe II et III (Niehus et al., 2004). 
L’intervention de 3 facteurs sigma différents dans la régulation du flagelle d’H. pylori 
est aussi une particularité. Les gènes de classe I et des gènes de la classe intermédiaire sont 
activés par le facteur sigma 80. Les gènes de classe II sont contrôlés par le facteur sigma 54 et 
les gènes de classe III par le facteur sigma 28 (Niehus et al., 2004). 
 
Figure 23 : Schéma de régulation en 4 classes du flagelle d’Helicobacter pylori. En absence 
de gène de classe I encodant un régulateur, la classe I comprend en partie des gènes 
encodant la structure du corps basal (dont FlhA), le moteur, le système du chimiotactisme et 
les régulateurs FlgR, FlgS et le sigma 54 (RpoN). Les gènes de classe II sont exprimés par 
FlgR associé au facteur sigma 54. Ceux-ci comprennent des gènes de structure encodant la 
tige, le coude, la flagelline FlaB et la gaine du flagelle. Le facteur sigma 28 (FliA) active 
l’expression des gènes de classe III comprenant par exemple le gène de la flagelline FlaA. 
La classe intermédiaire comprend des gènes régulés par différents facteurs sigma. Les 
gènes de FlgM, FliA ou FlhF se retrouvent dans cette classe. Figure dessinée à partir du 
schéma de Sandrine Léonard (Léonard, 2005).  
Ce schéma de régulation flagellaire est également similaire chez la bactérie 
Campylobacter jejuni (Hendrixson and DiRita, 2003) (Wosten et al., 2004) (Carrillo et al., 




4.4. Quand les flagelles s’emmêlent : Le cas Vibrio spp 
La complexité des systèmes flagellaires étudiés peut également s’accentuer par la 
présence de deux systèmes flagellaires différents.  
Par exemple, Vibrio parahaemolyticus possède un système flagellaire produisant 
constitutivement un unique flagelle polaire recouvert d’une gaine, mais également un 
deuxième système flagellaire produisant plusieurs flagelles latéraux (McCarter, 2001) 
(Stewart and McCarter, 2003).   
Lorsque la bactérie est présente dans un milieu liquide, elle produit un flagelle polaire 
qui lui permet de nager. Par contre, lorsqu’elle croit sur un milieu solide ou visqueux, elle 
produit une multitude de flagelles latéraux non gainés et plus fragiles qui lui permettent de se 
déplacer plus facilement (McCarter, 2001). Le mode de déplacement est appelé 
respectivement le « swimming » et le « swarming » (Harshey, 2003) (Fraser and Hughes, 
1999). 
Au niveau de la régulation, les deux systèmes flagellaires sont également différents. Le 
système polaire est constitué de 4 classes et se rapproche du système de P. aeruginosa alors 
que le système latéral est composé de 3 classes (Figure 24) (McCarter, 2001) (Merino et al., 
2006).  
Ces deux systèmes possèdent chacun leurs propres gènes. Tous les gènes du flagelle 
polaire sont sur le premier chromosome alors que tous les gènes des flagelles latéraux sont sur 




Figure 24 : Schéma de la cascade de régulation des deux systèmes flagellaires de Vibrio 
parahaemolyticus. Le cadre vert regroupe les gènes du système flagellaire polaire, et le 
cadre bordeaux celui des gènes du système flagellaire latéral. Les flèches bleues indiquent 
une activation et les flèches rouges une inhibition. La transcription de certains groupes de 
gènes latéraux marqué par (?) restent à élucider. Figure modifiée (Merino et al., 2006). 
Le système polaire de V. parahaemolyticus est dirigé par le régulateur transcriptionnel 
FlaK dépendant du facteur sigma 54. Ce régulateur est homologue aux régulateur de classe I 
FleQ de P. aeruginosa et FlrA de V. cholerae (Kim and McCarter, 2004). 
Par contre, le système flagellaire latéral de V. parahaemolyticus est dirigé par le 
régulateur LafK. LafK dépend du facteur sigma 54 et est homologue au régulateur FlaK du 
système polaire (Kim and McCarter, 2004). Cependant, tout comme chez les entérobactéries, 
les gènes de classe III du système latéral sont aussi contrôlés par FliA (Stewart and McCarter, 
2003). 
Bien que les deux systèmes disposent de leurs propres gènes, des interférences existent 
entre les deux. Par exemple, le régulateur LafK du système latéral est capable de remplacer 
FlaK dans le contrôle du système polaire (Kim and McCarter, 2004). Cependant, l’inverse 
n’est pas possible. Seuls les gènes du chimiotactisme sont présents en un seul exemplaire et 
partagés par les deux systèmes (Kim and McCarter, 2004) (Sar et al., 1990). 
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Une autre différence entre les deux systèmes est le fonctionnement du moteur 
flagellaire. Le moteur du système latéral fonctionne grâce aux protons par homologie avec les 




possède deux protéines supplémentaires, MotX et MotY
 
(Yorimitsu and Homma, 2001) 
(Figure 5b). 
Pour terminer, notons que d’autres bactéries disposent de deux systèmes flagellaires 
différents comme certaines espèces d’Aeromonas, Rhodospirillum centenum et Azospirillum 
brasilense (Canals et al., 2006b) (Canals et al., 2006a) (Merino et al., 2006).  
 
Une autre découverte surprenante est la présence d’un deuxième système flagellaire 
chez Escherichia coli, Rhodobacter sphaeroides, Yersinia enterocolitica et Bradyrhizobium 
japonicum  (Ren et al., 2005) (Poggio et al., 2007) (Bresolin et al., 2008) (Liu and Ochman, 
2007a) (Kanbe et al., 2007).  
 
En conclusion, il semblerait que la présence d’un deuxième système flagellaire chez les 





5. Evolution des systèmes flagellaires 
La complexité de la structure flagellaire a poussé certains créationnistes américains à y 
voir l’œuvre de Dieu. Pour eux, la complexité d’un tel système chez une bactérie ne pouvait 
pas être le résultat de l’évolution mais bien d’une création divine. C’est ce que l’on a appelé 
aux USA l’Intelligent Design  (ID).  L’ID a ensuite été enseigné dans les écoles américaines.  
 
Un procès en 2005 à Dover en Pennsylvanie a décrété que le flagelle bactérien était bien 
l’œuvre de l’évolution et que l’enseignement de l’ID dans les écoles américaines n’était pas 
constitutionnel (Pallen and Matzke, 2006) (Doolittle and Zhaxybayeva, 2007). Ce cas a 
poussé la communauté scientifique à publier plusieurs articles sur l’évolution des systèmes 
flagellaires. 
 
La disponibilité sans cesse croissante de génomes bactériens montre que les gènes 
flagellaires sont répandus chez un grand nombre d’espèces différentes. On les retrouve tant 
chez les bactéries que chez les Archaebactéries. 
 
 Les gènes flagellaires sont présents dans les phyla aussi divers que les Protéobactéries, 
les Firmicutes, les Spirochètes, les Thermotogales, les Aquifexales et les Planctomycètes 
(Figure 25) (Pallen et al., 2005) (Snyder et al., 2009). 
 
 
Figure 25 : Distribution des systèmes flagellaires prédits dans les différents Phyla (Snyder et 
al., 2009). Ce tableau montre la présence d’un système flagellaire complet (Complete 
systems) ou l’absence de gènes flagellaires (Flagellar genes absent). Les génomes 
contenant des gènes flagellaires mais ne pouvant produirent une structure fonctionnelle sont 
annotés comme incomplets (Incomplete systems). 
Certains de ces systèmes flagellaires divergent néanmoins entre les espèces. Par 
exemple, les régulateurs à la base de l’expression des gènes flagellaires varient énormément 
(voir point 4) (Soutourina and Bertin, 2003). 
De nombreuses espèces de Shigella sont non mobiles malgré la présence de gènes 
flagellaires.  Il s’avère que les gènes flagellaires sont parsemés de mutations qui rendent ce 
système inactif. Par exemple, l’opéron contenant le régulateur de classe I FlhDC est 
complètement déleté dans 11 souches de Shigella (Tominaga et al., 2005).  
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Bien que l’endosymbionte Buchnera aphidicola soit une bactérie non mobile et ne 
possède pas de flagelline, elle possède les gènes flagellaires nécessaires à la biosynthèse du 
corps basal et du coude (Snyder et al., 2009).  
Des images en microscopie électronique montrent que la bactérie est littéralement 
couverte de complexes corps basal – coude (Maezawa et al., 2006). Il se pourrait que le 
système flagellaire de Buchnera ait évolué pour utiliser le système flagellaire uniquement 
comme système de sécrétion (Moya et al., 2008).  
Un autre exemple de divergence est le cas du flagelle des Spirochètes. Ce flagelle est 
produit dans l’espace périplasmique de la bactérie et ne traverse pas la membrane externe. 
Une mutation du gène flgG (codant la partie distale de la tige) chez Salmonella produit un 
flagelle dans l’espace périplasmique comme celui des Spirochètes (Chevance et al., 2007). Ce 
résultat suppose que l’endoflagelle des Spirochètes dériverait du flagelle des bactéries à Gram 
négatif et ne serait pas l’ancêtre du flagelle des bactéries (Snyder et al., 2009).  
Ces exemples montrent que le flagelle est non seulement présent chez un grand nombre 
de bactéries, mais qu’il évolue également sous la pression de sélection. De cette façon, cet 
ancien organelle a subi une série de modifications spécifiques aux branches évolutives des 
bactéries (Liu and Ochman, 2007a). 
Une hypothèse émise par Liu et al. serait que les gènes flagellaires proviendraient d’un 
petit groupe de gènes précurseurs (ou d’un seul gène) provenant d’un ancêtre commun. Ce, ou 
ces gènes, se seraient dupliqués pour former des opérons, et la structure flagellaire que l’on 
connait actuellement (Liu and Ochman, 2007b). Selon Liu et al., un groupe de 24 gènes 






Figure 26 : Distribution des protéines flagellaires parmi les espèces de bactéries flagellées. 
Ce dessin n’indique pas les gènes impliqués dans le chimiotactisme. Les protéines produites 
par le groupe de gènes provenant de l’ancêtre commun présumé sont marquées en gras (Liu 
and Ochman, 2007b). 
Néanmoins certains auteurs s’opposent à cette hypothèse car elle ne prend pas en 
compte la possibilité d’un transfert horizontal de gènes (Doolittle and Zhaxybayeva, 2007) 
(Snyder et al., 2009). L’origine du système flagellaire semble être un problème plus 
complexe. 
Le système de sécrétion flagellaire est très similaire au système de sécrétion de type III 
(voir point 2.1.3.). Il est même possible qu’en absence de leur protéine chaperonne, des 
effecteurs du système de sécrétion de type III soient sécrétés par le système de sécrétion 
flagellaire (Lee and Galan, 2004). A l’inverse, un système de sécrétion de type III est 
également capable de sécréter de la flagelline (Badea et al., 2009). Cette similarité entre ces 
deux structures laisse supposer que l’ancêtre du flagelle était un système de sécrétion qui s’est 
adapté plus tard à la mobilité bactérienne (Blocker et al., 2003).  
Plusieurs domaines de protéines flagellaires sont homologues aux domaines de 
protéines dans d’autres systèmes. Par exemple, un domaine de MotB est homologue à OmpA 
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appartenant à la famille des protéines de membrane externe, de même, des homologies sont 
observées entre FliI et la sous-unité β de l’ATP synthase, entre FliY et un ABC transporteur, 
et entre FliG et la protéine MgtE appartenant à la famille des transporteurs de magnésium (Liu 
and Ochman, 2007a) (Snyder et al., 2009). 
Tous ces exemples mettent à mal le concept d’ID et prouve que le flagelle bactérien 




6. La flagelline 
 
6.1. Déclaration de guerre entre hôte et pathogène 
Comme nous allons le voir dans cette partie, la flagelline est un atout pour la bactérie, 
mais également une arme à double tranchant qui peut être aussi utilisée par l’hôte. 
Pour rappel, la flagelline est la protéine qui forme le filament du flagelle bactérien (Voir 
point 2.3.2).  Comme nous l’avons déjà signalé, le flagelle est une structure essentielle pour le 
pouvoir pathogène des bactéries car il leur permet de bouger et de coloniser un hôte, par 
exemple en envahissant les muqueuses. Une fois dans les muqueuses, le flagelle permet aux 
bactéries de se déplacer dans l’organisme, d’adhérer et d’envahir le site d’infection, mais 
aussi de sécréter des facteurs de virulence (Josenhans and Suerbaum, 2002) (Ramos et al., 
2004). 
Cependant, l’hôte est capable de contrer cette attaque et de retourner l’arme contre son 
agresseur. Parmi ses moyens de défense, l’hôte peut activer son système immunitaire inné 
grâce à une reconnaissance spécifique extracellulaire et cytosolique de la flagelline (Miao et 
al., 2007). La flagelline est également un antigène immunogène qui active le système 
immunitaire acquis et engendre la production d’anticorps anti-flagelline (Salazar-Gonzalez 
and McSorley, 2005). Cependant, nous n’aborderons que le cas du système immunitaire inné 
dans la suite de cette introduction.  
6.1.1. Le système immunitaire inné face aux microorganismes 
Pour détecter la présence de pathogènes dans l’organisme, le système immunitaire inné 
utilise certains récepteurs spécifiques nommés PRRs (Pattern-Recognition Receptors). Ces 
récepteurs déclenchent l’inflammation lorsqu’ils reconnaissent des structures conservées chez  
les pathogènes (nommés PAMP pour « Pathogen-Associated Molecular Patterns »).  
Les TLRs (Toll-Like Receptor) sont des récepteurs membranaires qui font partie de ces 
PRRs (Akira and Takeda, 2004). Suite à la reconnaissance de PAMPs par les TLRs de la 
cellule, l’expression de certains gènes de cytokines et de chemokines va être activée pour 
répondre à cette agression (par exemple les gènes du TNF, IL-6 et IL-12) (Akira and Takeda, 
2004). 
Les TLRs activent également l’expression d’une forme immature de l’IL-1β et IL-18. 
Cependant, le traitement vers une forme mature et sa sécrétion dépend de la Caspase-1 qui est 
activée par un autre récepteur nommé NLR (Nod-Like Receptor) (Dinarello, 1998) (Yu and 
Finlay, 2008). Tout comme les TLRs, Les NRLs sont des PRRs, mais ceux-ci détectent des 
PAMPs cytosoliques (Ting et al., 2008). Les NLRs sont composés de 3 domaines : Un 
domaine signal amino-terminal, un domaine central d’oligomérisation et un domaine senseur 




6.1.2. Reconnaissance de la flagelline extracellulaire par le TLR5 
Certaines cellules de l’hôte expriment un récepteur membranaire appelé TLR-5 (Toll-
Like Receptor-5) qui reconnait spécifiquement la flagelline (Figure 27B) (Hayashi et al., 
2001) (Akira and Takeda, 2004) (Ramos et al., 2004) (Honko and Mizel, 2005) (Feuillet et 
al., 2006) (Steiner, 2007).  Cette reconnaissance est également possible chez les plantes via le 
récepteur FSL2 qui possède des homologies avec le TLR5 (Figure 27C) (Gomez-Gomez and 




Figure 27 : Détection de la flagelline par les récepteurs TLR5 et FSL2. (A) Représentation 
d’une bactérie flagellée et agencement des monomères de flagelline dans le filament. 
Représentation schématique de l’interaction de la flagelline avec le récepteur TLR5 (B) chez 
les mammifères et du récepteur FLS2 (C) chez les plantes. L’interaction de la flagelline avec 
les récepteurs active la voie MAPK et NF-kB (Ramos et al., 2004) (Rumbo et al., 2006). 
 
Le récepteur TLR5 est organisé en 3 domaines fonctionnels : un domaine extracellulaire 
riche en leucine (LRR) impliqué dans la reconnaissance de la flagelline, un domaine situé en 
membrane et pour terminer, un domaine TIR cytosolique qui transfère le stimulus à des 
molécules relais telle que MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88) (Akira and Takeda, 
2004). La partie de la flagelline reconnue par les TLR5 est le domaine D1 qui se situe à 
l’intérieur du filament (Figures 15 et 27). Le TLR5 reconnait sans doute des monomères de 
flagelline non assemblés provenant par exemple d’une dépolymérisation du filament (Miao et 
al., 2007). 
 
Une fois la liaison de la flagelline au TLR5 établie, la cascade d’activation qui en 
découle active l’IκB kinase et provoque la translocation du facteur transcriptionnel NF-κB 
vers le noyau.  Au final, plusieurs chemokines et cytokines vont être exprimées et sécrétées, 




6.1.3. Reconnaissance de la flagelline cytosolique par les récepteurs Ipaf 
et Naip5 
Certaines bactéries pénètrent dans la cellule hôte et sont capables de s’y répliquer, c’est 
le cas des bactéries dites intracellulaires (Casadevall, 2008).  Une fois dans la cellule, 
certaines bactéries comme S. typhimurium ou L. pneumophila sécrètent la flagelline dans le 
cytosol (Miao et al., 2008) (Sutterwala and Flavell, 2009). La cellule est capable de 
reconnaître la flagelline intracellulaire puis d’activer la réponse immunitaire innée via deux 
récepteurs cytosoliques : Ipaf et Naip5 (Figure 28) (Sutterwala and Flavell, 2009) (Carneiro et 




Figure 28 : Reconnaissance intracellulaire de la flagelline par les récepteurs cytosoliques 
Ipaf et Naip5. (A) Représentation des 3 domaines d’Ipaf (aussi appelé NLRC4) et Naip5 
(Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein 5).  Ces protéines sont des NLRs (Nucelotide-binding 
domain, Leucine-rich Repeat containing) qui sont activées par la flagelline et provoque une 
forme de mort cellulaire, appelée pyroptose, dépendant de la Caspase-1. BIR (Baculovirus 
Inhibitor of apoptosis Repeat), CARD (Caspase Recruitment Domain), NBD (Nucleotide-
Binding Domain), LRR (Leucine-Rich Repeat) (Ting et al., 2008). (B) L’infection du 
macrophage par S. typhimurium, P. aeruginosa, ou L. pneumophila requiert un système de 
sécrétion fonctionnel de type III ou IV (barres mauves). L’infection provoque un changement 
de conformation d’Ipaf par un mécanisme inconnu qui permet à Ipaf de s’oligomériser. Après 
l’oligomérisation, Ipaf recrute la pro-caspase-1 via une interaction des domaines CARD et 
active la caspase-1, ce qui provoque un clivage de la pro-IL-1β en IL-1β et la mort cellulaire. 
Au final, la mort cellulaire et l’inflammation limite la croissance des pathogènes 




6.1.3.1. Le récepteur Ipaf  
Ipaf fait partie des membres de la famille des récepteurs NLR et est composé d’un 
domaine signal (CARD), d’un domaine NOD, et d’un domaine riche en leucine (LRR) 
similaire à celui des TLR5 (Figure 28A) (Miao et al., 2007) (Sutterwala and Flavell, 2009). 
Lors de l’infection d’une cellule, certaines bactéries peuvent sécrèter de la flagelline 
dans le cytosol par le système de sécrétion de type III ou IV (Figure 28B) (Amer et al., 2006) 
(Miao et al., 2007) (Miao et al., 2008). La flagelline présente dans le cytosol est reconnue par 
le récepteur cytosolique Ipaf.  
Dès qu’Ipaf détecte la flagelline, il active la protéase nommée caspase-1 qui clive la 
proIL-1β en sa forme mature IL-1β. L’activation d’Ipaf va donc permettre la sécrétion IL-1β 
mais aussi d’IL-18 (Miao et al., 2006) (Molofsky et al., 2006) (Zamboni et al., 2006) 
(Mariathasan et al., 2004) (Mariathasan and Monack, 2007). 
La sécrétion d’IL-1β induit une inflammation locale et de la fièvre, tandis que la 
sécrétion d’IL-18 induit l’activation des cellules Natural Killer par la sécrétion d’IFN-γ par les 
lymphocytes Th1 (Takeda et al., 1998). Au final, la sécrétion d’IL-1β conduira à la mort 
cellulaire  par ce que l’on appelle une « pyroptose » (voir la revue de Fink 2005) (Fink and 
Cookson, 2005). 
La partie de la flagelline reconnue par Ipaf est différente de celle reconnue par le TLR5. 
En effet, la flagelline d’H. pylori n’est pas reconnue par le TLR5 mais bien par Ipaf (Miao et 
al., 2007) (Andersen-Nissen et al., 2005) (Gewirtz et al., 2004). Chez P. aeruginosa, Ipaf et 
TLR5 détectent également une région différente de la flagelline (Franchi et al., 2007).  
6.1.3.2. Le récepteur Naip5 
Récemment, des études ont montré que la partie carboxy-terminale de la flagelline de L. 
pneumophila est détectée par un autre récepteur cytosolique (Ren et al., 2006) (Lightfield et 
al., 2008).  
Ce récepteur nommé Naip5 (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein 5) active également 
la caspase-1 et détecterait la flagelline en coopération avec Ipaf (Miao et al., 2007) (Zamboni 
et al., 2006) (Molofsky et al., 2006). Cependant, le rôle précis de Naip5 dans la détection de 
la flagelline nécessite d’autres études complémentaires (Miao et al., 2007). 
 
6.2. La flagelline « sucrée » 
 
La glycosylation est un processus enzymatique qui permet l’ajout de sucres à d’autres 
sucres, aux lipides ou aux protéines (Marth and Grewal, 2008). Chez les eucaryotes, les 
protéines glycosylées sont localisées à la surface cellulaire et dans la matrice extracellulaire. 
Les interactions cellulaires impliquant les protéines glycosylées sont requises dans une grande 
variété de processus biologiques allant de la reconnaissance immunitaire au développement de 
cancer (Hakomori, 2002) (Szymanski and Wren, 2005). 
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Ce mécanisme semblait au départ spécifique au monde Eucaryote. Néanmoins, de 
nombreuses recherches récentes ont montré que la glycosylation est également présente chez 
les Archébactéries et les Bactéries (Benz and Schmidt, 2002) (Messner, 2004) (Szymanski 
and Wren, 2005).  
 
Chez les bactéries, la glycosylation contribue, par exemple, au mécanisme d’adhésion 
ou à la protection de la bactérie contre le système immunitaire (Szymanski and Wren, 2005). 
Les sucres sont ajoutés à la protéine soit par « N-glycosylation » via un lien sur l’azote du 
groupement amide de l’asparagine, soit par « O-glycosylation » sur le groupement hydroxyle 
d’un résidu sérine ou thréonine (Moens and Vanderleyden, 1997).  
 
Parmi les appendices extracellulaires sujets à la glycosylation, nous retrouvons le pili, le 
système de sécrétion de type IV, mais également le flagelle (Figure 29).  
 
Au niveau du flagelle, la glycosylation intervient dans la modification post-
traductionelle de la flagelline de plusieurs bactéries comme Campylobacter jejuni, 
Helicobacter pylori ou Pseudomonas syringae et Pseudomonas aeruginosa (Logan, 2006) 
(Schirm et al., 2003) (Arora et al., 2001). Il est possible que la glycosylation de la flagelline 




Figure 29 : Glycosylation de la flagelline. Avant d’être exportée dans le filament, les 
monomères de flagelline de certaines espèces bactériennes subissent une modification post-
traductionnelle par la liaison de dérivés de l’acide pseudaminique ou légionaminique (A). Le 
ciblage des domaines D2 et D3 des monomères de flagelline par la glycosylation laisse 
envisager une présentation externe des sucres liés à la flagelline (B). En (C), exemple de 
dérivés de l’acide pseudaminique se liant à la flagelline de C. jejuni (Thibault et al., 2001) 
(Power and Jennings, 2003). En rouge, monomères de flagelline et filament; hexagones 




La glycosylation des protéines chez la bactérie C. jejuni est actuellement la plus étudiée 
(Guerry and Szymanski, 2008). La flagelline est la première glycoprotéine découverte chez C. 
jejuni et reste jusqu'à présent la mieux caractérisée (Guerry and Szymanski, 2008). La 
détection de plusieurs sites de glycosylation de type  « O-glycosylation » sur la flagelline a 
montré que celle-ci s’effectue sur le domaine D2 et D3, ce qui correspond à la face externe du 
filament après assemblage de la flagelline (Figure 29B). Il est donc probable que plusieurs 
sucres soient exposés à la surface du filament et affectent l’immunogénicité du filament 
(Logan et al., 2002). 
 
La glycosylation de la flagelline est également une étape importante pour l’assemblage 
du flagelle. Par exemple, Campylobacter et Helicobacter sont immobiles et n’assemblent pas 
de flagelle lorsque le processus de glycosylation est inhibé (Goon et al., 2003) (Schirm et al., 
2003). Chez les espèces de Pseudomonas, bien que la glycosylation ne semble pas jouer de 
rôle dans l’assemblage du flagelle, elle est néanmoins nécessaire à la structure du filament 
(Logan, 2006) (Schirm et al., 2004) (Taguchi et al., 2008). 
 
Actuellement, les dérivés de deux sucres sont connus pour modifier la flagelline par 
glycosylation. La glycosylation de la flagelline permet l’ajout d’un sucre à 9 carbones appelé 
acide pseudaminique (Pse), structuralement similaire à l’acide sialique (Figure 29C) (Schirm 
et al., 2003). Récement, l’acide légionaminique (Leg) a aussi été découvert pour modifier la 
flagelline de Campylobacter coli VC167 et de Camplobacter jejuni (McNally et al., 2007) 
(Howard et al., 2009).   
 
Plusieurs gènes sont connus pour affecter la glycosylation de la flagelline chez 
Campylobacter jejuni, Caulobacter crescentus, Aeromonas caviae, Pseudomonas aeruginosa 
et Helicobacter pylori (Power and Jennings, 2003) (Thibault et al., 2001) (McNally et al., 
2006) (Leclerc et al., 1998) (Gryllos et al., 2001) (Schirm et al., 2004) (Merkx-Jacques et al., 
2004) (Josenhans et al., 2002). Parmi ceux-ci se trouvent plusieurs gènes encodant des 
enzymes de type aminotransférase, acetyltransférase ou nucléotide-sucre déhydratase. Ces 
gènes sont généralement présents en îlot dans le génome et sont localisés à coté de gènes 
flagellaires (Tabei et al., 2009) (Power and Jennings, 2003). La mutation des gènes impliqués 
dans la glycosylation de la flagelline entraîne une production de flagelline ayant une masse 
moléculaire réduite par rapport à une flagelline glycosylée.  
 
À l’heure actuelle, la compréhension du mécanisme de glycosylation des proteines 
bactériennes en est à ses balbutiements. Néanmoins, la découverte et l’étude de la 
glycosylation chez les bactéries permettra sans doute une meilleure compréhension de la 
glycosylation des systèmes eucaryotes et des progrès dans le développement de nouveaux 





7. La présence d’un système flagellaire chez Brucella  
Les bactéries du genre Brucella sont des bactéries à coloration de Gram négatif 
appartenant à la famille des α-protéobactéries. Bien qu’elle puisse survivre en dehors de 
l’hôte, Brucella est une bactérie pathogène qui vit et se réplique dans les macrophages (Celli, 
2006). Pour cette raison elle est dite intracellulaire facultative. 
Bien que les bactéries du genre Brucella furent longtemps considérées comme non 
flagellées, le séquençage de leur génome a mis à jour la présence de tous les gènes nécessaires 
à la production d’un flagelle fonctionnel (Fretin et al., 2005). Dans cette partie, nous 
présenterons  Brucella et les découvertes sur les gènes flagellaires qui ont initié cette thèse. 
 
7.1. Une bactérie appartenant à la classe des α-
protéobactéries 
Avant d’aborder la bactérie qui nous intéresse, nous allons aborder le sous-groupe auquel 
elle fait partie : les α-protéobactéries.  Les protéobactéries sont divisées en plusieurs sous-
groupes, parmi lesquels on retrouve la classe des α-proteobactéries.  La classe des α-
protéobactéries est le groupe de bactéries le plus représenté sur la planète (Venter et al., 
2004). 
Il existe parmi les α-proteobactéries une très vaste variété de bactéries à coloration de 
Gram négatif avec des morphologies et des cycles de vie très diversifiés.  On retrouve dans 
cette classe de nombreuses espèces bactériennes qui vivent en interaction avec un hôte 
eucaryote supérieur (Batut et al., 2004).  
Par exemple, des bactéries intracellulaires obligatoires (Rickettsia), des bactéries 
intracellulaires facultatives (Bartonella, Brucella), des bactéries extracellulaires 
(Agrobacterium) ainsi que des symbiontes de plantes et d’animaux (Sinorhizobium, 
Wolbachia) (Moreno et al., 1990).  
Notons également que la mitochondrie serait à l’origine une α-proteobactérie 
intracellulaire obligatoire qui aurait évolué pour devenir in fine un organite cellulaire à part 




Figure 30 : Origine de la mitochondrie. Suite au réarrangement du génome d’une α-
protéobactérie endosymbiotique, celle-ci se serait transformée pour donner naissance à la 
mitochondrie. a) Perte de gènes de l’endosymbionte. b) Certains gènes bactériens ont été 
transférés vers le noyau (flèches rouges). Les protéines résultantes de ces gènes sont 
ensuite exportées vers la mitochondrie. c) Certains gènes du noyau ont aussi évolué pour 
être utilisés par la mitochondrie (Karlberg and Andersson, 2003). 
Grâce à la disponibilité croissante du nombre de génomes d’α-protéobactéries séquencés, 
nous pouvons aujourd’hui voir comment le mode de vie et l’environnement que rencontrent 
les bactéries influence l’organisation, la taille et l’évolution des génomes bactériens (Batut et 
al., 2004). 
Les bactéries vivant hors de l’hôte ont évolué par expansion de leur génome tandis que 
les bactéries intracellulaires obligatoires ont plutôt eu tendance à perdre leur matériel 
génomique (Boussau et al., 2004) (Figure 31). L’exemple ultime est celui du génome 
mitochondrial qui encode une petite partie des protéines nécessaires à la fonction 
mitochondriale. La plus grande partie des protéines provient de la cellule hôte (Figure 30) 




Figure 31 : Variation de la taille des génomes et du mode vie chez les α-protéobactéries. 
Relation phylogénétique pour 13 espèces différentes d’α-proteobactéries dont les génomes 
sont séquencés. Branches bleues, perte de gènes; branches rouges, gain de gènes. Les 
petites racines vertes représentent les bactéries fixant l’azote et qui appartiennent aux 
Rhizobactéries. La taille des cercles correspond à la taille relative des réplicons individuels. 
Le cercle rouge est le chromosome principal pour chaque espèce. Agrobacterium 
tumefaciens a un chromosome linéaire représenté par une ligne noire. At, Agrobacterium 
tumefaciens; Bh, Bartonella henselae; Bj, Bradyrhizobium japonicum; Bm, Brucella 
melitensis; Bq, Bartonella quintana; Bs, Brucella suis; Cc, Caulobacter crescentus; Ml, 
Mesorhizobium loti; Sm, Sinorhizobium meliloti; Rc, Rickettsia conorii; Rhp, 
Rhodopseudomonas palustris; Rp, Rickettsia prowazekii; Wp, Wolbachia pipientis (Batut et 
al., 2004).  
7.2. La brucellose : de l’animal à l’Homme 
Les bactéries du genre Brucella sont responsables de la zoonose la plus répandue dans 
le monde : la brucellose. Cette maladie contamine une large variété de mammifères terrestres 
et aquatiques, dont l’homme. 
En 1887, le médecin britannique Sir David Bruce isola une bactérie de la rate d’un 
soldat décédé (Godfroid et al., 2005). A cette époque, un mal mystérieux appelé « fièvre de 
Malte » frappait certains soldats britanniques stationnés sur l’île de Malte. Sir David Bruce 
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nomma le germe isolé Micrococcus melitensis. Ce n’est que plus tard que cette bactérie sera 
rebaptisée Brucella melitensis en son honneur.  
Bien qu’elles puissent occasionnellement infecter d’autres hôtes, les bactéries du genre 
Brucella sont traditionnellement classées en neuf espèces suivant leur préférence d’hôte : B. 
melitensis (les caprins), B. abortus (les bovins), B. canis (le chien), B. suis (le porc), B. ovis 
(les ovins), B. neotomae (le rat du désert), B. pinnipedialis (le phoque) B. ceti (le dauphin) et 
B. microti (le campagnol des champs) (Dawson et al., 2008) (Scholz et al., 2008). Notons 
cependant que cette préférence d’hôte n’est pas exclusive. 
Par exemple, la brucellose humaine est principalement due à B. melitensis mais peut 
être causée par B. abortus et B. suis. Des rares cas de contamination humaine par B. canis, ou 
une souche marine de Brucella ont aussi été décrits (Lucero et al., 2005) (Godfroid et al., 
2005) (Sohn et al., 2003).  
7.2.1. La brucellose animale 
La brucellose est l’une des zoonoses la plus largement représentée dans le monde. Elle 
touche un nombre très varié de mammifères tant terrestres que marins. Parmi les animaux 
touchés, on retrouve des animaux sauvages mais également des animaux domestiques.  
Généralement, la maladie atteint le système génital de l’animal, causant l’avortement 
chez la femelle gestante et une tuméfaction des testicules chez le mâle. Cependant la maladie 
peut rester inapparente. D’autres organes peuvent être touchés et provoquer une inflammation 
(CFSPH, 2007) (OIE, 2008). 
La transmission de la maladie peut se faire soit par contact direct avec l’animal 
contaminé (par exemple par le lait maternel) ou par contact indirect via la présence de 
Brucella dans l’environnement (lors de l’avortement les Brucellae sont disséminées en 
nombre important dans l’environnement). 
Bien qu’une politique d’éradication de la maladie ait été mise en œuvre, comme le 
programme contre la brucellose bovine dans les pays industrialisés, la brucellose est encore 
très répandue (Maurin, 2005). 
7.2.2. Transmission de la brucellose à l’homme 
La brucellose n’est pas contagieuse chez l’homme. En effet, la contamination humaine 
est accidentelle et provient du contact avec des animaux d’élevage infectés (Michaux-
Charachon et al., 2002). 
La transmission de la brucellose à l’homme se fait par la consommation de produits 
laitiers infectés et non pasteurisés, par un contact direct avec une partie de l’animal infecté 
(comme le placenta) et par inhalation d’aérosol contenant des particules infectées (Pappas et 
al., 2005). Les cas de contaminations interhumaines sont très rares mais peuvent se produire 
accidentellement lors de l’allaitement ou de l’accouchement lorsque la mère est contaminée 
(Tikare et al., 2008) (Mesner et al., 2007). 
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7.2.3. Signes cliniques chez l’homme 
Il arrive souvent que la brucellose humaine soit asymptomatique. Cependant, la maladie 
peut se déclarer par des signes cliniques soudains. En général, la brucellose débute par une 
phase aigue avec des symptômes grippaux diffus tels que de la fièvre, des maux de têtes, des 
maux de dos, des malaises, de la myalgie et des douleurs généralisées (OIE, 2008).  
Des sueurs abondantes peuvent apparaitre surtout la nuit. Parfois on observe également 
une splénomégalie, une hépatomégalie, de la toux et une douleur dans la poitrine. Chez 
l’adulte, des signes gastro-intestinaux peuvent être aussi observés, comme de l’anorexie, de la 
nausée, des vomissements, de la diarrhée ou de la constipation. 
Chez la plupart des patients, les symptômes disparaissent après 2 ou 4 semaines et sont 
suivis par une rémission spontanée. Chez d’autres, les symptômes disparaissent et 
réapparaissent de manière intermittente tous les 2 à 14 jours. C’est pour cette raison que la 
brucellose humaine est aussi appelée « fièvre ondulante ». Dans la forme ondulante de la 
maladie, les malades guérissent souvent spontanément dans les 3 à 12 mois.  
Dans quelques cas, la maladie peut prendre une forme chronique. Lors de cette phase 
chronique, il y a un risque non négligeable de complications importantes et fatales. A ce stade 
de la maladie, l’infection peut atteindre beaucoup d’autres parties de l’organisme comme les 
méninges, les articulations ou le système génital. L’endocardite infectieuse est l’une des 
complications les plus sérieuses qui occasionne souvent la mort (Jacobs et al., 1990) (Cohen 
et al., 1997).   
A cause de toutes ces caractéristiques, Brucella est considérée comme une arme 
bactériologique potentielle de bioterrorisme (Pappas et al., 2006a) (CDC, 2009). 
7.2.4. Les personnes à risque 
Grâce aux mesures prises pour contrôler la brucellose, cette maladie a presque été 
éradiquée dans la plupart des pays industrialisés (Yagupsky and Baron, 2005) (Noviello et al., 
2004). Dans ces pays, la maladie se limite aux personnes qui ont voyagé dans des régions en 
voie de développement.  
 
Actuellement, les personnes à risque dans les pays industrialisés sont les personnes 
ayant une profession qui les mettent directement en contact avec un animal infecté par 
Brucella (Guerra, 2007). C’est le cas par exemple des éleveurs, des agriculteurs, des 
vétérinaires ou du personnel des abattoirs.  
 
Le personnel de laboratoire manipulant des Brucella est également particulièrement 
exposé aux risques, principalement lorsqu’il est en contact accidentellement avec la bactérie 






Le traitement préconisé par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) contre la 
brucellose aigüe chez l’adulte est un traitement antibiotique journalier de 600mg à 900mg de 
rifampicine conjugué avec 200mg de doxycycline pendant un minimum de 6 semaines 
(Corbel, 1997).  
Bien que des vaccins existent pour traiter les animaux, à l’heure actuelle il n’y aucun 
vaccin disponible pour l’homme (Schurig et al., 2002). Cependant, l’OMS a défini qu’en plus 
d’un programme d’éradication et de contrôle de la brucellose animale, le développement d’un 
vaccin chez l’Homme était une priorité majeure (Godfroid et al., 2005). 
7.2.6. La brucellose humaine en Europe 
La brucellose humaine est largement répandue à travers le monde et l’on recense plus de 
500.000 nouveaux cas par an (Pappas et al., 2006b). En Europe, la mise en place d’un 
système de surveillance et de contrôle de la maladie a permis de diminuer drastiquement le 
nombre de cas de brucellose humaine et de contrôler son évolution (Pappas et al., 2006b).  
A l’heure actuelle, les cas de brucellose humaine sont devenus très rares dans certains 
pays du nord de l’Europe comme la Belgique, cependant les pays du pourtour méditerranéen 
sont encore en proie à la maladie (Figure 32). En Belgique, les cas de brucellose humaine sont 
principalement dus à des cas importés (ISP, 2007). 
 
Figure 32 : Incidence de la brucellose humaine en Europe. En vert : régions où la brucellose 
humaine est rare, en rouge : régions endémiques, en blanc : régions non endémiques 
(Pappas et al., 2006b). 
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Malgré le contrôle de la maladie, il est important de garder la brucellose sous 
surveillance. En effet, la brucellose animale chez les animaux sauvages est présente et 
pourrait être une nouvelle source de contamination et de réémergence de la maladie chez les 
animaux d’élevage et donc aussi pour l’homme (Godfroid, 2002) (Maurin, 2005). Par 
exemple, la présence de sangliers ou de lièvres contaminés par Brucella suis biovar 2 en 
France pourrait être un vecteur de la réémergence de la brucellose porcine (Garin-Bastuji, 
2000). 
7.3. Brucella : une adepte du « cocooning » intracellulaire 
L’augmentation du nombre de Brucella dans l’hôte est principalement due à sa capacité 
de se répliquer dans certaines cellules hôtes et d’éviter les mécanismes d’élimination comme 
les autres pathogènes intracellulaires (Ko and Splitter, 2003).   
La survie et la multiplication de Brucella en macrophage est une étape importante 
responsable de la chronicité de la brucellose (Celli and Gorvel, 2004). Cela permet à Brucella 
d’échapper aux mécanismes extracellulaires de défense de l’hôte tels que les anticorps ou le 
complément (Ko and Splitter, 2003).  
Pour se répliquer dans la cellule, Brucella emprunte un trafic intracellulaire la menant 
vers une vacuole réplicative possédant des marqueurs membranaires caractéristiques du 





Figure 33 : Après son internalisation dans la cellule, Brucella voyage vers le réticulum 
endoplasmique (RE) dans une vacuole membranaire appelée BCV (Brucella Containing 
Vacuole). (A) Au cours de ce parcours, la vacuole interagit séquentiellement avec les 
endosomes précoces (en jaune), puis les endosomes tardifs et les corps multi-vésiculaires 
(MVB) (en vert) avant de fusionner avec les lysosomes (en rouge). (B et C) Toutes ces 
interactions sont nécessaires pour que le BCV intermédiaire puisse se connecter à un site de 
liaison du RE (ERES) pour ensuite fusionner au RE (en bleu). (D) Le BCV intermédiaire 
évolue ensuite en BCV réplicatif dérivé du RE dans lequel Brucella va se répliquer. (E) Dans 
le cas d’un mutant du système de sécrétion de type IV VirB, la vacuole n’atteint pas le RE et 
évolue en une vacuole bactéricide appelée phagolysosome (Starr et al., 2008). 
L’entrée de Brucella dans la cellule est la première étape de la colonisation cellulaire.  
Des microdomaines membranaires riche en cholestérol appelé « lipid raft » sont nécessaires à 
cette étape (Watarai et al., 2002) (Watarai, 2004). Cela suggère qu’un ou plusieurs récepteurs 
reconnaissant Brucella soient situés dans ces lipid raft (Celli, 2006). 
Rapidement après son internalisation, Brucella forme une vacuole précoce nommée  
Early BCV (Brucella-Containing Vacuole). Après une interaction avec les endosomes 
précoces, la vacuole s’acidifie et se transforme en vacuole intermédiaire. Cette acidification 
de la vacuole est nécessaire pour la survie de Brucella (Porte et al., 1999). La vacuole 
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intermédiaire entre ensuite en interaction avec les endosmoses tardifs et les corps 
multivésiculaires (Figure 33A). 
Afin d’atteindre le réticulum endoplasmique pour se répliquer, la vacuole entre en 
contact avec une partie de la membrane du réticulum endoplasmique appelé ERES 
(Endoplasmic Reticulum Exit Site) (Celli et al., 2005). Ce mécanisme fait intervenir la petite 
GTPase Sar1 (Celli et al., 2005) (Roy, 2005).  
Ensuite, la vacuole se transforme en une vacuole réplicative dans laquelle Brucella se 
réplique. Ce compartiment est spécifique de Brucella et ne correspond à aucun organite 
cellulaire, pour cette raison il a aussi été baptisé Brucellosome  (Kohler et al., 2003) (Kohler 
et al., 2002a). La vacuole de départ subit donc une série de changements avant de devenir la 
niche réplicative (Figure 33D). 
Il était communément admis que la vacuole intermédiaire évite la fusion avec le 
lysosome (Celli, 2006) (Gorvel, 2008). Cependant, il a récemment été proposé que la vacuole 
intermédiaire fusionne bel et bien avec le lysosome et que cette fusion soit nécessaire pour la 
maturation en vacuole réplicative (Starr et al., 2008).  
Le système de sécrétion de type IV VirB est aussi nécessaire au bon déroulement du 
trafic intracellulaire de Brucella (Delrue et al., 2001). Par exemple, il intervient dans la 
biogenèse de la vacuole réplicative dérivée du réticulum endoplasmique dans laquelle 
Brucella se réplique (Delrue et al., 2001) (Comerci et al., 2001).   
Un mutant virB n’est pas capable d’atteindre la niche de réplication et la vacuole évolue 
en un phagolysosome fatal pour la survie de Brucella (Figure 33E) (Celli et al., 2003). Il est 
probable que la fusion des lysosomes avec la vacuole soit un signal intravacuolaire nécessaire 
à la fonction du système VirB (Starr et al., 2008).  
Le système de sécrétion de type IV VirB pourrait sécréter des effecteurs qui limiteraient 
la fusion des lysosomes avec la vacuole et permettrait à Brucella de survivre (Starr et al., 
2008). Le glucane cyclique β-1,2  (CβG) synthétisé par Brucella intervient également dans le 
contrôle de la fusion de la vacuole avec des lysosomes (Arellano-Reynoso et al., 2005). 
7.4. Brucella et son système flagellaire 
7.4.1. Mise en évidence des gènes encodant une structure flagellaire 
Bien que Brucella fut longtemps considérée comme non flagellée et non mobile, trois 
gènes flagellaires furent découverts chez B. abortus (Halling, 1998) (Letesson et al., 2002).  
Depuis lors, le séquençage de 8 génomes de Brucella a permis de montrer que Brucella 
possède les gènes flagellaires nécessaires pour assembler un flagelle fonctionnel. Les gènes 




Figure 34 : Représentation schématique de la structure flagellaire avec les gènes 
flagellaires présents chez Brucella selon le site KEGG PATHWAY (KEGG, 2009). Les gènes 
présents sont en vert et les gènes absents en blanc. Notons que le gène fliK est sans doute 
présent par homologie avec S. meliloti (Eggenhofer et al., 2006). 
Depuis lors, 37 gènes flagellaires sont répertoriés en 3 loci sur le petit chromosome de 
Brucella (Fretin et al., 2005). Bien que les gènes de structure ou de la régulation d’un flagelle 
soient présents, il n’y a aucun gène codant pour un système de chimiotactisme (DelVecchio et 
al., 2002b) (DelVecchio et al., 2002a) (Fretin et al., 2005). 
7.4.2. Mise en évidence d’une activité des gènes flagellaires in vitro et in 
vivo 
Malgré la première découverte de ces gènes en 1998, aucune structure extracellulaire, ni 
aucune protéine flagellaire n’avait jamais été détectée auparavant. C’est pour cette raison que 
Brucella fut toujours considérée comme non mobile et non flagellée.  
Néanmoins, la création d’une banque de mutants de Brucella melitensis a mis en 
évidence que le gène flagellaire fliF est nécessaire à l’infection en modèle murin (Lestrate et 
al., 2003). Il était donc probable que l’expression du flagelle soit un événement transitoire 
chez Brucella, ce qui pourrait expliquer qu’il fut si longtemps ignoré.  
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Afin de résoudre cette énigme, l’expression du gène fliF a été testée tout au long d’une 
croissance en milieu liquide de B. melitensis (Fretin et al., 2005). Le promoteur de fliF a été 
fusionné au gène lacZ et son activité a été suivie par dosage de la β-galactosidase.  
Cette expérience a montré que le gène fliF était actif uniquement au début de la phase 
exponentielle de croissance à une DO600 située entre 0.2 et 0.3. La création d’anticorps 
polyclonaux reconnaissant FlgE et FliC a permis de montrer par après que les protéines FlgE 
(le coude) et FliC (le filament) étaient également produites à ce moment-là (Figure 35) (Fretin 
et al., 2005) (Delrue et al., 2005) (Delory et al., 2006) (Leonard et al., 2007). 
 
Figure 35 : Expression et production transitoire des gènes et des protéines flagellaires chez 
Brucella melitensis. En A, Le promoteur du gène fliF à une activité maximale après environ 
10h de croissance en milieu liquide riche (ligne avec carrés). L’activité est mesurée par 
dosage de la β-galactosidase (à gauche). En B, les protéines FlgE (B1) et FliC (B2) sont 
produites également après environ 8-10h de croissance (Fretin et al., 2005). 
Des mutants des gènes flagellaires situés dans les 3 loci flagellaires ont ensuite été 
construits par intégration d’un plasmide dans les gènes cible (les gènes fliF, flhA, motB, flgE 
et fliC). Après 4 semaines d’infection en souris, tous les mutants intégratifs flagellaires 
présentent une atténuation par rapport à une souche sauvage (Fretin et al., 2005). Cela 
confirme que les gènes flagellaires interviennent dans la virulence de B. melitensis.  
La création d’une banque de mutants par la technique de Signature-Tagged Mutagenesis 
(STM) en chèvre a également montré que le gène flgF était impliqué dans la virulence 
(Zygmunt et al., 2006).  
Il est probable que les gènes flagellaires interviennent lors de l’infection en cellule. En 
effet, le promoteur de fliF fusionné au gène gfp (Green Fluorescent Protein) montre une 
activité de celui-ci lors d’une infection en cellule (Fretin et al., 2005). Néanmoins, aucune 
atténuation des mutants intégratifs flagellaires par rapport à une souche sauvage de Brucella 
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n’a encore pu être démontrée dans les modèles cellulaires testés jusqu'à présent (Nijskens, 
2007).  
7.4.3. Mise en évidence d’une régulation du système flagellaire 
Depuis la découverte de ce système flagellaire, plusieurs régulateurs flagellaires ont été 
caractérisés. Parmi ceux-ci, on distingue FtcR (Flagellar two-component Regulator), VjbR 
(Vacuolar hijacking Brucella Regulator) et BlxR (Brucella LuxR-like Regulator).  
7.4.3.1. Le régulateur VjbR 
Le gène vjbR (BMEII1116) se trouve juste à coté des gènes flagellaires du 3ème locus. 
VjbR est une protéine de 230 acides aminés homologue aux régulateurs de la famille LuxR 
(Delrue et al., 2005). 
Les régulateurs de cette famille de protéines contrôlent l’expression des gènes après une 
liaison aux petites molécules nommées N-acylhomosérine lactones (AHL) (Nasser and 
Reverchon, 2007). Les résidus responsables de la liaison aux AHL et le site de liaison à 
l’ADN retrouvé chez les régulateurs de la famille LuxR sont conservés pour VjbR (Delrue et 
al., 2005). 
VjbR est impliqué dans l’activation des gènes flagellaires (Delrue et al., 2005) (Leonard 
et al., 2007). En effet, la mutation de vjbR inhibe l’activité du promoteur de fliF et la 
production de FlgE et FliC. Son activité semble commandée par les AHL puisque l’ajout 
d’AHL synthétiques dans une culture d’une souche sauvage de B. melitensis inhibe également 
l’activité du promoteur de fliF et la production de FlgE (Delrue et al., 2005). 
Notons que VjbR active le système de sécrétion de type IV VirB en se fixant 
directement sur le promoteur de l’opéron virB (Bonnot, 2007) (de Jong et al., 2008). 
L’analyse de ce site de reconnaissance a permis de mettre évidence d’autres cibles de VjbR. 
Cela a aussi permis de mettre en évidence au moins 2 protéines sécrétées par le système de 
sécrétion de type IV chez Brucella : VceA et VceC (de Jong et al., 2008). La présence d’un 
site de reconnaissance dans le promoteur de fliC laisse entrevoir la possibilité que la flagelline 
soit sécrétée par le système de sécrétion de type IV chez Brucella. 
7.4.3.2. Le régulateur BlxR 
Le gène blxR (BMEI1758) est aussi un homologue de la famille LuxR (Rambow-Larsen 
et al., 2008). BlxR possède 25% d’identité et 45% de similarité avec VjbR. Tout comme 
VjbR, il possède également un domaine de liaison aux AHL et un domaine de liaison à 
l’ADN. La mutation de blxR réprime l’activité de plusieurs gènes flagellaires, comme par 
exemple flhB ou flgJ. Ce phénotype est similaire à celui observé pour le mutant vjbR.  
Les deux régulateurs VjbR et BlxR activent leur propre expression mais semblent 
également s’activer mutuellement (Rambow-Larsen et al., 2008). Ces 2 régulateurs LuxR 
activent également le système de sécrétion de type  IV VirB. L’action de VjbR ou de BlxR est 




7.4.3.3. Le régulateur FtcR 
FtcR est un homologue des régulateurs appartenant au système de régulation à deux 
composantes et contrôle l’expression des gènes flagellaires de Brucella (Leonard et al., 2007). 
Le gène ftcR (BMEII0158) est situé au milieu du premier locus flagellaire, entre un gène 
codant une protéine hypothétique et le gène flgE.  
La séquence polypeptidique de FtcR est bien conservée chez les membres des α-
protéobactéries (Leonard et al., 2007) (Rotter et al., 2006). Notons que chez FtcR, de manière 
atypique, le résidu aspartate nécessaire à la phosphorylation des régulateurs à deux 
composantes est remplacé par un glutamate (Leonard et al., 2007). Aucune protéine kinase 
potentielle qui phosphorylerait FtcR n’a pu être détectée chez B.melitensis. 
FtcR est classé comme le régulateur principal de l’activation des gènes flagellaires de 
Brucella (Leonard et al., 2007). Il s’agirait donc d’un régulateur de classe I au sommet de la 
hiérarchie des gènes flagellaires. Son homologue (nommé « Rem ») chez Sinorhizobium 
meliloti est également décrit comme le régulateur maître de classe I (Rotter et al., 2006). 
La mutation de ftcR annihile complètement la production des gènes flagellaires. Cette 
répression s’effectue en se liant directement aux promoteurs des gènes flagellaires (Leonard et 
al., 2007) (Rotter et al., 2006). 
7.4.3.4. Schéma de régulation flagellaire chez Brucella 
Nous avons dessiné un premier schéma de régulation flagellaire chez Brucella sur base 
de ces données (Figure 36). La hiérarchie des gènes flagellaires de Brucella est actuellement 
présentée en deux classes de gènes. Dans ce schéma, l’expression des gènes flagellaires est 
contrôlée par les régulateurs de classe I, VjbR, BlxR et FtcR. Néanmoins, nous considérons 





Figure 36 : Schéma de régulation des gènes flagellaires. Les gènes de classe I encodant 
des régulateurs du flagelle et sont représentés en rouge, les gènes de classe II encodant la 
structure du flagelle sont représentés en bleu. Les gènes vjbR, blxR et ftcR sont auto-
controlés. Les flèches indiquent la cible de la régulation. 
FtcR active ensuite la transcription des gènes flagellaires (fliF) et la production des 
protéines flagellaires (FlgE et FliC). Nous tenterons de mieux comprendre la régulation du 


















Bien que Brucella fut longtemps considérée comme non flagellée, les découvertes de 
ces dernières années ont montré qu’elle possède tous les gènes pour produire un flagelle et 
que ceux-ci sont exprimés. Les protéines flagellaires FlgE et FliC sont également produites de 
manière transitoire lors de la croissance de B. melitensis en milieu de culture riche. 
Cependant, peu de choses sont connues sur la régulation des gènes encodant la structure 
flagellaire chez cette bactérie et aucun flagelle n’a encore pu être visualisé, laissant planer un 
doute sur l’existence réelle d’un flagelle chez Brucella. 
Le premièr objectif est tout d’abord de vérifier l’existence d’une structure flagellaire 
chez Brucella. Pour se faire, nous observerons des B. melitensis en microscopie optique et 
électronique au moment de l’expression des gènes flagellaires, c'est-à-dire en début de phase 
exponentielle. 
Deuxièmement, nous allons construire des mutants flagellaires en utilisant une 
technique de mutation qui évite les effets polaires. La disposition de ces mutants nous 
permettra d’étudier la régulation de l’assemblage du flagelle par la suite.  Nous muterons les 
gènes de structure flagellaire fliF (encodant l’anneau MS du corps basal),  flgE (encodant le 
coude) et fliC (encodant la flagelline). Nous étudierons également la régulation de la 
flagelline en mutant le gène flbT encodant un régulateur hypothétique de la flagelline. En 
effet, par homologie avec C. crescentus, FlbT pourrait être un point de contrôle sur 
l’assemblage du flagelle chez Brucella.  Par la suite, nous caractériserons le phénotype de ces 
mutants lors d’infection murine et par détection de la flagelline et de la protéine FlgE comparé 
à une souche sauvage de B. melitensis. Nous développerons également les données de 
surexpression des gènes flagellaires dans un mutant du facteur sigma RpoE1. 
Pour terminer, nous tenterons de dessiner un schéma de régulation flagellaire. Sur base 
des données recueillies lors de recherches bibliographiques, nous rechercherons des 
régulateurs potentiels du flagelle chez Brucella. Nous effectuerons ensuite une analyse in 
silico du génome de Brucella à l’aide du programme RSAT. En utilisant des consensus de 
fixation à l’ADN de régulateurs flagellaires décrits, nous rechercherons la présence de ces 
consensus dans les promoteurs flagellaires. Ces données et les données expérimentales 
récoltées lors de ce travail nous permettront de dessiner une ébauche plus détaillée de la 














































Bien que Brucella fût décrite depuis plus de 100 ans comme non flagellée et non 
mobile, les données obtenues ces dernières années prouvent que les gènes flagellaires sont 
nécessaires à sa survie lors de l’infection (voir point 6.4 de l’introduction) (Lestrate et al., 
2003) (Fretin et al., 2005) (Zygmunt et al., 2006). 
A partir des données obtenues sur le flagelle de Brucella, nous avons tenté de visualiser 
pour la première fois le flagelle au moment de son expression. 
1. Visualisation d’un flagelle en microscopie optique 
Nous avons commencé par tester la technique décrite par Kodaka, une technique simple 
et rapide qui permet de détecter la présence d’un flagelle par microscopie optique (Kodaka et 
al., 1982).  
Un échantillon de la souche sauvage de Brucella melitensis a été prélevé en début de 
phase exponentielle (DO600 d’environ 0.2), coloré par la coloration « Ryu » décrite par 
Kodaka (Kodaka et al., 1982), puis visualisé en microscopie optique. Nous avons utilisé une 
souche de Caulobacter crescentus comme contrôle positif car cette population est très 
flagellée et le flagelle facilement observable (Figure 37).   
 
Figure 37 : Visualisation des flagelles en microscopie optique de Caulobacter crescentus (A) 
et de Brucella melitensis (B) après une coloration « Ryu » sur des échantillons prélevés en 
début de phase exponentielle. Les flagelles sont annotés d’une flèche noire.  
La coloration sur la Figure 37A permet de visualiser l’aspect typique des C. crescentus 
en prédivision, c'est-à-dire une bactérie flagellée, et une bactérie munie d’un « stalk ». De 
nombreuses Caulobacter flagellées ainsi que des flagelles isolés sont également observables 
(Figure 37A).  
En analysant l’échantillon de Brucella nous avons pu détecter la présence de bactéries 
munies d’un appendice filamenteux ressemblant à un flagelle de type polaire (Figure 37B). 
Bien que cette méthode permette de détecter rapidement et facilement la présence d’un 
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flagelle, elle ne permet pas d’analyser la structure du filament en détail. A cette fin, nous 
avons eu recours à la microscopie électronique.  
2. Visualisation d’un flagelle en microscopie électronique à 
transmission (TEM) 
Afin de confirmer la présence d’un flagelle chez B. melitensis, nous avons analysé un 
échantillon prélevé dans les mêmes conditions en microscopie électronique à transmission à 





Figure 38 : Visualisation du flagelle de Brucella melitensis en microscopie électronique à 
transmission (A), et marquage de la gaine du filament avec des anticorps monoclonaux 
reconnaissant le LPS de Brucella melitensis et des anticorps secondaires couplés à des 
billes d’or d’environ 20 nm de diamètre (B et C). (D) Gros plan de la base du flagelle, la 
flèche noire montre le filament, la flèche blanche pointillée le coude et la flèche blanche 
pleine l’emplacement du corps basal. Les échantillons sont colorés à l’acétate d’uranyle 2%. 
La barre noire représente 1 µm (A), 200 nm (B) 500 nm (C) et 100 nm (D). 
Sur les images obtenues, nous observons la présence de bactéries munies d’un flagelle 
polaire de plusieurs µm de long (Figure 38). Ce flagelle présente néanmoins quelques 
particularités.   
Le diamètre d’un flagelle bactérien est généralement situé entre 10 et 15 nm, or, le  
flagelle de B. melitensis est épais de plus de 30 nm. Chez certaines bactéries, le filament de 
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flagelline est recouvert d’une gaine de fonction inconnue contenant des protéines et du LPS 
(Fuerst and Perry, 1988).  
Pour vérifier si le filament de Brucella est bien entouré d’une gaine, nous avons utilisé 
des anticorps monoclonaux reconnaissant le LPS de Brucella. Ensuite, nous avons utilisé des 
anticorps secondaires couplés à des billes d’or d’environ 20 nm de diamètre. Ces billes d’or 
sont denses aux électrons et apparaissent comme des points noirs. De cette façon, nous 
pouvons marquer indirectement le LPS et visualiser sa présence en microscopie électronique. 
Après le marquage, nous observons les billes d’or autour de la bactérie (Figure 38C), mais 
également autour du filament (Figure 38B et C), ce qui confirme que le flagelle polaire de B. 
melitensis est recouvert d’une gaine contenant du LPS.  
Les flagelles de type gainé présentent souvent une structure distale en forme de club de 
golf. C’est ce qui est décrit par exemple chez Helicobacter pylori ou Vibrio fischeri (Sato and 
Homma, 2000) (Allen and Baumann, 1971). Nous retrouvons également parfois cette 
structure distale en vésicule au bout du flagelle de B. melitensis (Figure 39). 
 
Figure 39 : Visualisation de la structure distale du filament de Brucella melitensis en 
microscopie électronique à transmission (A), après un marquage avec des anticorps 
monoclonaux reconnaissant le LPS de Brucella melitensis et des anticorps secondaires 
couplés à des billes d’or d’environ 15 nm de diamètre (B), et un gros plan sur la structure 
distale du filament (C). Les échantillons sont colorés avec de l’acétate d’uranyle 2%. Flèche : 
extrémité distale du flagelle. Les barres noires représentent 500 nm (A) et 200 nm (B et C). 
Dans la partie proximale du flagelle, nous observons souvent une structure en boucle 
(Figure 40). Lors du début de sa biogenèse, il est possible que le flagelle se structure de cette 
façon à cause de l’agencement hélicoïdal de la flagelline en filament. 
Notons que sur la Figure 40A2, nous observons clairement le filament (flèche noire) 
entouré par la gaine (flèche blanche) comme, par exemple, un fil électrique isolé par une 




Figure 40 : Visualisation de la structure proximale du flagelle de Brucella melitensis en 
microscopie électronique à transmission (A1, B1). Gros plan de la structure proximale (A2, 
B2). (A2) Flèche noire, filament; flèche blanche, gaine entourant le flagelle. Les barres noires 
représentent 100 nm (A2), 200 nm (A1, B2) et 500 nm (B1). 
3. Construction des mutants flagellaires 
Récemment, nous avons montré que les gènes flagellaires de B. melitensis situés dans 
les 3 loci flagellaires du petit chromosome II sont nécessaires pour l’infection in vivo lors 
d’une infection murine (Lestrate et al., 2003) (Fretin et al., 2005) (Leonard et al., 2007).  
Cependant, les gènes de structure flagellaires ont été mutés par insertion d’un plasmide  
qui disruptait le gène visé. Les gènes flagellaires étant organisés en opéron, et pour éviter la 
possibilité d’avoir un effet polaire sur certains gènes avec ce type de mutants intégratifs, nous 
avons construit de nouveaux mutants flagellaires par remplacement allélique, en utilisant une 





Figure 41 : Schéma du système de mutagenèse utilisant la cassette de résistance à la 
kanamycine aphA4 (Voir la partie  Matériel et méthodes) (Menard et al., 1993) (Dozot et al., 
2006). 
A l’aide de cette méthode, les gènes fliF, flgE, fliC et flbT (codant respectivement 
l’anneau MS, le coude, le filament, et un régulateur potentiel de la flagelline) ont été mutés 
(voir Figure 42). Les mutants ont été sélectionnés sur un milieu de culture solide contenant de 
la kanamycine, puis ont été testés et validés par PCR.  
 
 
Figure 42 : Organisation des gènes flagellaires de Brucella situés sur le premier locus 
flagellaire du chromosome II. La partie rouge du flagelle miniature au-dessus des gènes 
représente la localisation de la protéine codée par le gène. En rouge, les gènes mutés lors 
de cette thèse. 
Une fois les mutants obtenus, des souris balbC ont été infectées par groupes de 7 par 
voie intrapéritonéale et sacrifiées après 5 jours et 4 semaines d’infection. Les bactéries ont 
ensuite été récupérées de la rate et étalées à différentes dilutions sur des boîtes de cultures. 




Figure 43 : Résultat de l’infection par voie intrapéritonéale des souris balbC avec la souche 
sauvage B. melitensis (WT), le mutant flbT (flbT), le mutant fliC (fliC) et le mutant fliF (fliF) 
après 5 jours (A) et 4 semaines (B) d’infection. Les graphes sont exprimés en logarithme du 
nombre CFU par rate (en ordonnée). 
Après 5 jours d’infection, aucune différence significative n’est observable entre les 
mutants flagellaires et la souche sauvage (Figure 43A). Les études préalables d’infection de 
souris avec des mutants flagellaires de B. melitensis montrent néanmoins qu’un effet 
d’atténuation est observable à partir de 4 semaines (Fretin et al., 2005). 
Après 4 semaines d’infection, nous observons deux phénotypes différents (Figure 43B). 
Le mutant fliF est atténué de plus de 2 log par rapport à la souche sauvage, par contre, les 
mutants fliC et flbT sont quant à eux plus virulents d’environ un log.  
Le phénotype du nouveau mutant fliF est identique à celui décrit par Fretin et al. (Fretin 
et al., 2005). Par contre, les résultats de virulence exacerbée du nouveau mutant fliC sont 
opposés à l’atténuation observée pour le mutant fliC intégratif (Fretin et al., 2005). Il se peut 
que le phénotype d’atténuation obtenu auparavant avec le mutant fliC soit dû à un effet polaire 
sur le gène fliF situé juste en aval du gène fliC (Voir Figure 42).  
Le phénotype de virulence exacerbée du mutant flbT est comparable au phénotype du 
nouveau mutant fliC. Or, FlbT est un régulateur de la flagelline chez C. crescentus, il se 
pourrait donc que FlbT soit un activateur de la flagelline chez B. melitensis.  
4. Etude de la production de la flagelline 
Pour étudier le rôle de FlbT sur la flagelline de Brucella, nous avons analysé la 
production de la flagelline par Western Blot. 
Dans les modèles de hiérarchie des gènes flagellaires, la flagelline fait partie de la 
dernière classe de gènes, c'est-à-dire que son gène n’est transcrit que si les gènes situés en 
amont de cette hiérarchie sont exprimés. Une mutation des gènes situés dans les classes en 
amont de la classe de la flagelline inhibe la production de la flagelline.  
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Pour vérifier cette hypothèse, nous avons analysé la production de flagelline par 
Western Blot dans des souches de B. melitensis mutées dans des gènes appartenant aux 
différentes classes potentielles.  
Nous avons utilisé le mutant ftcR codant pour le régulateur maître flagellaire FtcR 
(Leonard et al., 2007) comme contrôle négatif. Celui-ci fait partie de la classe I potentielle, il 
est l’interrupteur flagellaire. Comme cela fut décrit chez B. melitensis et chez S. meliloti, la 
mutation de ftcR inhibe la production de flagelline (Leonard et al., 2007), (Rotter et al., 2006).  
Afin d’élucider les résultats d’infection en souris, nous avons testé les mutants fliC et 
flbT. En prenant C. crescentus comme modèle le plus proche de Brucella au niveau de la 
hiérarchie flagellaire, nous avons choisi fliF comme gène de classe II et construit un mutant 
flgE comme gène potentiel de classe III. Les échantillons ont été prélevés à une DO600 entre 





Figure 44 : Analyse de la production de la protéine FliC (flagelline) de Brucella  par Western 
Blot après 8h de croissance en milieu liquide. Dans une souche sauvage de B. melitensis 
(WTbm), dans une souche sauvage de B. abortus (WTba), dans le mutant fliF, dans le 
mutant flgE, dans le mutant fliC, dans le mutant flbT et dans un mutant ftcR. 
Comme dans la souche sauvage (Figure 44 WTbm), nous observons que la flagelline de 
Brucella est toujours produite en l’absence du gène fliF ou flgE.  
Chez les autres bactéries, la flagelline est produite uniquement lorsque le corps basal et 
le coude sont assemblés. Nous constatons que chez B. melitensis, la production de la flagelline 
n’est pas dépendante de la présence de la structure flagellaire. Par contre, comme dans le 
contrôle négatif ΔfliC, la flagelline n’est pas produite dans le mutant flbT et ftcR. Nous 
constatons donc que la production de flagelline est dépendante des régulateurs FlbT et FtcR. 
Notons que jusqu'à présent, le flagelle n’a été étudié que dans l’espèce B. melitensis. 
Pour savoir si la flagelline est produite dans le reste du genre Brucella, nous avons également 
testé un échantillon de la souche sauvage de Brucella abortus (WTba).  
Nous observons aussi une production de flagelline chez B. abortus, ce qui montre pour 
la première fois que la production de flagelline n’est pas restreinte à l’espèce B. melitensis 




5. Visualisation des mutants flagellaires en microscopie 
électronique à transmission 
Pour déterminer si la production de flagelline est liée à la présence d’un filament, les 
mutants ont été analysés en microscopie électronique comme décrit au point 2.  
 
Figure 45 : Photos de B. melitensis sauvage (A), du mutant ftcR (B), du mutant virB (C), du 
mutant fliF (D), du mutant flgE (E), et du mutant fliC (F) en microscopie électronique à 
transmission. Les échantillons sont colorés à l’acétate d’uranyle 1%. Les barres noires 
représentent 1 µm pour la photo E et 500 nm pour les autres photos.  
Que les mutants flagellaires produisent (fliF, flgE) ou non (ftcR, fliC et flbT) de la 
flagelline (voir Figure 44) une structure filamenteuse est toujours présente (Figure 45).  
Ces résultats peuvent s’expliquer par la présence d’une gaine autour du filament. Par 
exemple, un mutant fliC de Bdellovibrio bacteriovorus produit toujours une structure 
filamenteuse (Lambert et al., 2006). La production de la gaine est sans doute régulée 
indépendamment de la régulation des gènes flagellaires (Voir la partie Discussion et 
Perspectives). 
Dans le génome de Brucella, nous ne retrouvons les gènes que pour deux appendices 
pariétaux filamenteux connus : le flagelle et le système de sécrétion de type IV. Nous 
disposons au laboratoire d’un mutant virB dont l’opéron virB a été supprimé dans sa totalité 
(Nijskens et al., 2008). La présence d’un filament dans le mutant virB montre que la structure 
observée n’est pas d’un système de sécrétion de type IV (Figure 45C).  
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6. FlbT contrôle la production de flagelline 
Chez C. crescentus, FlbT est un régulateur qui se lie à l’ARNm de la flagelline et le 
déstabilise (Mangan et al., 1999). FlbT est un point de contrôle entre le passage d’expression 
des gènes de classe III aux gènes de classe IV (voir point 4.2 de l’Introduction). La mutation 
de flbT de C. crescentus restore la production de la flagelline dans les mutants flagellaires de 
classe III (Mangan et al., 1999).  
Contrairement à ces résultats, nous observons qu’un mutant flbT de B. melitensis ne 
produit plus du tout de flagelline (Figure 46C). 
 
Figure 46 : Rôle de FlbT sur la flagelline. (A) Activité du promoteur de fliC en unité Miller par 
dosage de la β-galactosidase sur des échantillons prélevés après 4, 12 et 48 heures de 
croissance en milieu liquide dans la souche sauvage (WT) et le mutant flbT (FlbT). (B) 
Quantification de l’ARNm de la flagelline par Real Time PCR. Les résultats sont présentés 
pour une souche sauvage de B. melitensis (WT), un mutant fliC (∆fliC) et un mutant flbT 
(∆flbT) en début de phase exponentielle et en phase stationnaire. La différence par rapport à 
la souche sauvage WT en début de phase exponentielle est exprimée en ordonnée (Fold 
change). (C) Détection de la production de flagelline par Western Blot à l’aide d’un anticorps 
polyclonal anti-FliC dans le mutant flbT et un mutant flbT complémenté avec un pMR10 
exprimant constitutivement flbT (∆flbT+flbTb). Les échantillons ont été récoltés au moment 
d’expression des gènes flagellaires (DO 600 entre 0.15 et 0.3) correspondant à la phase 
exponentielle en B ou à environ 12 heures de culture en A.  
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En complémentant le mutant flbT avec un plasmide pMR10 produisant de manière 
constitutive FlbT, nous restaurons la production de flagelline (Figure 46C). L’absence de 
flagelline est donc une conséquence de l’absence de FlbT.  
Pour mesurer l’effet de FlbT sur la production de le flagelline, nous avons fusionné le 
promoteur de fliC au gène rapporteur lacZ qui code pour l’enzyme -galactosidase (-gal). 
L’activité du promoteur de fliC a été quantifiée en unités Miller par dosage de la -gal 
(Miller, 1972). Nous avons comparé l’activité -gal dépendante du promoteur de fliC dans la 
souche sauvage et le mutant flbT (Figure 46A). 
En accord avec les résultats obtenus par Western Blot, nous constatons une baisse 
d’activité du promoteur de fliC dans le mutant flbT (Figure 46A). Néanmoins, nous détectons 
encore une activité non négligeable de -galactosidase.  
Pour quantifier un effet sur l’ARNm de la flagelline, nous avons utilisé la PCR en temps 
réel (RT-PCR) dans la souche sauvage B. melitensis, le mutant fliC et le mutant flbT (Figure 
46B). Des échantillons ont été récoltés à une DO600 d’environ 0.2 et à une DO600 de 1. Les 
résultats montrent que la quantité d’ARNm de la flagelline chute dramatiquement dans un 
mutant flbT. Par homologie avec le système de C. crescentus, il est probable que FlbT se lie 
également à l’ARNm de la flagelline mais pour le stabiliser et permettre la traduction. 
En conclusion, nous avons montré ici que FlbT est bien un régulateur de la flagelline de 
B. melitensis et que cette régulation s’exerce probablement à un niveau post-transcriptionnel. 
7. La production transitoire de la flagelline est contrôlée par 
FlbT 
En parallèle avec l’expression des gènes flagellaires, B. melitensis ne produit de la 
flagelline qu’en début de croissance et de manière transitoire (Fretin et al., 2005). Il est 
possible que l’absence de production de flagelline en phase stationnaire soit due à une 
absence de FlbT. Si cette hypothèse est exacte, la production de flagelline en phase 
stationnaire doit alors être rétablie par l’apport de FlbT.  
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons exprimé flbT en trans à l’aide d’un plasmide 
réplicatif pMR10 dans une souche sauvage de B. melitensis. De cette façon, le gène flbT est 
sous le contrôle du promoteur du gène lac d’E.coli et est exprimé de manière constitutive 
pendant toute la croissance.  
Ensuite, des échantillons ont été récoltés après 8h et 24h de croissance pour vérifier la 





Figure 47 : Analyse de la production de flagelline par Western Blot avec un anticorps 
polyclonal anti-FliC pour la souche sauvage de B. melitensis (WT) et pour la souche sauvage 
produisant constitutivement FlbT (WT+flbT) après 8h (en vert) ou 24h (en rouge) de culture.  
L’expression constitutive de flbT rétablit la production de flagelline en fin de croissance 
(Figure 47 dans la zone rouge). De plus, nous observons également que la quantité de 
flagelline produite est dépendante de l’expression de flbT. En effet, l’expression de flbT par 
un plasmide réplicatif en grand nombre de copies (WT+flbT) augmente la quantité de 
flagelline produite en phase exponentielle. 
8. Existence d’un point de contrôle sur la flagelline des 
Rhizobiales 
Le gène flbT est présent chez plusieurs α-protéobactéries comme C. crescentus mais 
également chez les Rhizobiales. La bactérie Sinorhizobium meliloti est une bactérie flagellée 
appartenant aux Rhizobiales et phylogénétiquement plus proche de Brucella que C. 
crescentus. Une analyse de la séquence peptidique de FlbT de B. melitensis par BLASTP 
montre que FlbT de B. melitensis est identique à 30% avec FlbT de C. crescentus et de 59% 
avec FlbT de S. meliloti. 
Comme nous l’avons montré préalablement, la production de flagelline est restaurée 
dans un mutant flbT de B. melitensis par la complémentation de flbT de B. melitensis dans un 
plasmide réplicatif (Figure 46C). 
Afin de déterminer si la régulation de la flagelline par FlbT décrite chez Brucella est 
conservée parmi les autres Rhizobiales, nous avons tenté de complémenter un mutant flbT de 
B. melitensis avec un plasmide produisant de façon constitutive flbT de C. crescentus ou de S. 
meliloti (Figure 48). En supposant que le rôle de FlbT soit conservé chez les Rhizobiales, la 




FtcR est un régulateur de classe I qui gouverne l’expression des gènes flagellaires chez 
les Rhizobiales (Rotter et al., 2006) (Leonard et al., 2007). Puisque la production de flagelline 
est également abolie dans un mutant du régulateur maître FtcR chez B. melitensis et S. 
meliloti, il est possible que FtcR contrôle indirectement la production de la flagelline via un 
contrôle sur flbT. Dans ce cas, l’absence de flagelline dans un mutant ftcR serait due à une 
absence de production de FlbT.  
 Pour déterminer si FtcR régule directement la production de flagelline ou indirectement 
par l’intermédiaire de FlbT, nous avons également complémenté le mutant ftcR avec FlbT de 
B. melitensis. Pour verifier si ce rôle est conservé par les Rhizobiales, nous avons également 
complémenté le mutant ftcR avec le gène flbT de S. meliloti et de C. crescentus (Figure 48).  
 
Figure 48 : Analyse de la production de flagelline par Western Blot avec un anticorps 
polyclonal anti-FliC. Résultat chez le mutant flbT (∆flbT) complémenté avec un pMR10 
exprimant de façon constitutive flbT de Sinorhizobium meliloti (∆flbT+flbTs) ou de 
Caulobacter crescentus (∆flbT+flbTc). Résultat chez le mutant ftcR (∆ftcR), complémenté 
avec un plasmide pMR10 exprimant de façon constitutive flbT de Sinorhizobium meliloti 
(∆ftcR+flbTs), de Caulobacter crescentus (∆ftcR+flbTc) ou de Brucella melitensis 
(∆ftcR+flbTb). 
Premièrement, nous constatons que la production de flagelline est restaurée lorsque le 
mutant flbT de B. melitensis est complémenté avec le gène flbT de S. meliloti (Figure 48 
∆flbT+flbTs). Ce résultat démontre que FlbT de S. meliloti possède le même rôle que FlbT de 
Brucella. De manière générale, cela tend à montrer que FlbT aurait un rôle d’activateur sur la 
production de flagelline chez les Rhizobiales. 
L’absence de production de flagelline lors de la complémentation avec flbT de C. 
crescentus montre que le rôle sur la flagelline semble restreint aux Rhizobiales. En plus 
notons que FlbT de C. crescentus a un effet opposé et inhibe la production de flagelline 
(Mangan et al., 1999). 
Deuxièmement, nos résultats montrent que la complémentation du mutant ftcR avec flbT 
de B. melitensis rétablit la production de flagelline (Figure 48 et 49A). Il est donc 
vraisemblable que l’absence de flagelline dans un mutant ftcR soit le résultat d’une absence de 
production de FlbT. FlbT agirait donc comme un point de contrôle similaire à celui de C. 
crescentus entre les gènes de classe III (structure basale et le coude) et les gènes de classe IV 
(les flagellines).  
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Nous pouvons donc conclure que ftcR est un gène de classe I, que flbT serait un gène de 
classe II contrôlé par ftcR, et responsable de la production de la flagelline appartenant à la 
classe III (voir la partie Conclusion). Puisque nous montrons que la complémentation du  
mutant ftcR avec flbT de S. meliloti restore également la production de flagelline, nous 
pouvons aussi en déduire que ce point de contrôle est conservé chez S. meliloti et 
probablement chez les autres Rhizobiales.  
La production de FlbT de C. crescentus ne restore pas la flagelline dans le mutant ftcR 
et prouve une fois de plus la divergence entre le système flagellaire des Rhizobiales comparé 
aux autres α-protéobactéries.  En conclusion, nous pouvons supposer qu’il existe une cascade 
de régulation flagellaire hiérarchique spécifique des Rhizobiales.  
9. FlaF est un inhibiteur de la production de flagelline chez 
Brucella 
Chez C. crescentus, FlbT possède un antagoniste nommé FlaF (Llewellyn et al., 2005). 
Alors que FlbT déstabilise l’ARNm de la flagelline, FlaF permettrait la production de 
flagelline en stabilisant la structure secondaire de l’ARNm, et favoriserait sa traduction (Voir 
la partie Introduction point 4.2).  FlaF agit donc comme un activateur sur la production de 
flagelline. 
Le gène flaF est également présent chez B. melitensis. Pour tester de façon préliminaire 
le rôle de FlaF sur la flagelline de Brucella, nous avons cloné le gène flaF dans un plasmide 
réplicatif pMR10 et produit constitutivement FlaF dans une souche sauvage de B. melitensis 
et dans un mutant ftcR après 8 heures de culture en milieu riche (Figure 49A). 
 
Figure 49 : Rôle de FlaF sur la production de flagelline. (A) Détection de la flagelline de B. 
melitensis avec un anticorps polyclonal anti-FliC par Western Blot. Des échantillons d’un 
mutant ftcR (∆fltcR) et du même mutant complémenté avec flbT (∆ftcR+flbT) ou flaF 
(∆ftcR+flaF) ont été récoltés en début de phase exponentielle après 8h de culture en milieu 
liquide riche. (B) FlaF a été produit de manière constitutive par un plasmide pMR10 dans la 
souche sauvage (WT+flaF) et comparé à la souche sauvage de B. melitensis sans plasmide 
(WT) après 8h de culture en milieu liquide riche. (C) Quantification de l’ARNm de flaF par 
Real-Time PCR dans une souche sauvage de B. melitensis (WT), un mutant fliC (∆fliC) et un 
mutant flbT (∆flbT). La différence présentée en ordonnée (Fold change) est la quantification 
de l’ARNm de flaF pour les mutants comparés à la souche sauvage étalonnée à 1.  
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Afin de déterminer si FlaF active la production de flagelline comme chez C. crescentus, 
nous avons recommencé l’expérience décrite à la Figure 47 en début de phase exponentielle, 
en complémentant le mutant ftcR avec le gène flaF (Figure 49A). Contrairement à FlbT qui 
restore la production de flagelline dans un mutant ftcR, flaF ne restore pas la production de 
flagelline.  
Cependant, nous constatons que l’expression de FlaF dans une souche sauvage de B. 
melitensis en début de phase exponentielle inhibe la production de flagelline (Figure 49B). En 
effet, bien que la souche sauvage produise normalement de la flagelline en début de phase 
exponentielle, celle-ci disparait dès que flaF est exprimé. 
L’ARNm de flaF a été quantifié par RT-PCR dans un mutant fliC et flbT par rapport à la 
souche sauvage B. melitensis (Figure 49C). Bien que la quantité d’ARNm de flaF soit 
similaire entre la souche sauvage et le mutant fliC, la quantité d’ARNm est plus importante 
dans un mutant flbT.  Pour rappel, le gène flbT est juste en aval de flaF (Figure 42). Puisqu’il 
est probable que flaF et flbT soient en opéron, il est possible que FlbT déstabilise l’ARNm de 
son propre opéron.  
Nos résultats démontrent que FlaF et FlbT de Brucella contrôlent la production de 
flagelline comme chez C. crescentus. Néanmoins, l’action de ces deux régulateurs est 
inversée par rapport au modèle décrit chez C. crescentus.  
Chez Brucella, FlbT active la production de flagelline, probablement par stabilisation de 
l’ARNm, alors que nos résultats préliminaires montrent que FlaF inhibe la production de 
flagelline. Ces données permettent de montrer l’existence d’un point de contrôle  sur la 
production de flagelline de Brucella et de classer la flagelline dans une troisième classe 
flagellaire (Voir la partie Conclusion).  
10. Rôle des facteurs sigma sur la production de la 
flagelline de Brucella 
Les facteurs sigma sont impliqués dans toute une série de processus de régulation, ce 
qui implique aussi une régulation des systèmes flagellaires (Chilcott and Hughes, 2000). Par 
exemple, chez S. typhimurium et E. coli, le facteur sigma 28 et son anti-activateur flagellaire 
FlgM sont spécifiquement liés à la régulation du flagelle (Chilcott and Hughes, 2000). 
Dans le modèle de régulation flagellaire, la flagelline est très souvent régulée par un 
facteur sigma 28 ou 54. Bien que Brucella ne possède pas de facteur sigma 28, il a récemment 
été démontré que le facteur sigma RpoE1 contrôle indirectement la production de la protéine 
FlgE (Delory et al., 2006). 
Afin de détecter les facteurs sigma impliqués dans la régulation de la flagelline chez 
Brucella, nous avons analysé la production de la flagelline dans les mutants2 sigma rpoE1, 
rpoE2, rpoH1, rpoH2 et rpoN par rapport à la souche sauvage à l’aide d’un Western Blot, en 
début (EP) et en fin (SP) de croissance (Figure 50). 
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Figure 50 : Détection de la flagelline dans les mutants des facteurs sigma ΔrpoE1, ΔrpoE2, 
ΔrpoH1, ΔrpoH2 et ΔrpoN par Western Blot à l’aide d’un anticorps anti-FliC en début de 
croissance (début de phase exponentielle : EP) et en fin de croissance (phase stationnaire : 
SP) en culture liquide. Contrôle négatif, mutant fliC (ΔfliC); contrôle positif, souche sauvage 
en début de croissance, c'est-à-dire en début de phase exponentielle (WT et WT EP). 
Nous avons utilisé un échantillon de la souche sauvage B. melitensis et du mutant fliC 
respectivement comme contrôle positif et contrôle négatif. Afin de pouvoir comparer les 
échantillons pris au début et en fin de croissance, nous avons utilisé le même échantillon 
comme contrôle positif pour les deux Westerns Blot, c'est-à-dire récolté au début de 
croissance (Figure 50, WT EP). 
Nous observons que les deux facteurs sigma RpoH2 et RpoE1 jouent un rôle sur la 
production de la flagelline. En effet, la production de flagelline est abolie dans le mutant 
rpoH2 et surproduite dans le mutant rpoE1. Ces résultats sont comparables à ceux décrits 
pour la production de la protéine FlgE et l’activité du promoteur de fliF (Delory et al., 2006).  
Notons que le mutant rpoH2 a un caractère pléiotropique et est sans doute impliqué 
dans plusieurs mécanismes de défense contre le stress décrits dans la thèse de Marie Delory 





11. Le facteur sigma RpoE1 est impliqué dans l’inhibition 
du système flagellaire de Brucella 
Afin de préciser l’effet de RpoE1 sur la flagelline, nous avons réitéré l’expérience en 
prélevant des extraits totaux de protéines après 4, 8, 12, 24 et 38 heures de croissance en 
milieu liquide (Figure 51B).  
Cette expérience nous a permis de suivre la production de la flagelline dans le mutant 
rpoE1 tout au long de la courbe de croissance. Comme attendu, la flagelline est détectée 
dans la souche sauvage en début de phase exponentielle.  
Elle disparaît ensuite en pleine phase exponentielle (24h) et stationnaire (38h). Les 
résultats obtenus avec le mutant rpoE1 confirment la présence d’une surproduction de 
flagelline et la présence prolongée de celle-ci au cours de la croissance (Figure 51B). 
 
Figure 51 : (A) Activité du promoteur de fliC dans la souche sauvage (en bleu) et le mutant 
rpoE1 (en vert) par dosage de la β-galactosidase au début (4h), milieu (8h) et fin (24h) de 
croissance en culture liquide. Les résultats sont présentés en unité Miller. La partie verte de 
la petite structure flagellaire représente FliC. (B) Détection de la flagelline dans la souche 
sauvage de Brucella (WT) et dans le mutant rpoE1 après 4, 8, 12, 24, 32 et 48 heures de 
croissance en milieu liquide riche. Contrôle positif : même échantillon de la souche sauvage 
récolté après 6 heures de culture.  
En utilisant un plasmide réplicatif utilisé précédemment contenant le promoteur de fliC 
fusionné au gène de la -galactosidase (point 6, Figure 46), nous avons quantifié l’activité 
transcriptionnelle du promoteur de fliC par dosage de la -gal en début de phase exponentielle 
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(4h), en phase exponentielle (8h) et en phase stationnaire (32h) dans la souche sauvage et le 
mutant rpoE1 (Figure 51A).  
Nous observons une induction transitoire de l’activité du promoteur de fliC en début de 
phase exponentielle pour la souche sauvage WT. Les données obtenues pour le mutant 
ΔrpoE1 nous indiquent qu’il y a une forte augmentation de l’activité du promoteur de fliC 
dans le mutant ΔrpoE1 par rapport à la WT.  
Bien que nous observions ensuite une diminution progressive de l’activité de promoteur 
de fliC en phases exponentielle et stationnaire pour le mutant, cette activité reste néanmoins 
beaucoup plus élevée que celle obtenue dans la souche sauvage (Figure 51A).  
En utilisant un plasmide contenant le promoteur de flgE fusionné à la -galactosidase, 
nous constatons un résultat similaire. Comme cela fut décrit auparavant dans la thèse de Marie 
Delory (Delory, 2006), nous observons une surproduction de la protéine FlgE qui concorde 
avec la suractivité du promoteur de flgE chez le mutant ΔrpoE1 (Figure 52). 
 
Figure 52 : (A) Analyse de l’activité du promoteur de flgE dans la souche sauvage (WT) et le 
mutant rpoE1 (rpoE) par dosage de la β-galactosidase au début (4h), milieu (14h) et fin (32h) 
de croissance en culture liquide. Les résultats sont présentés en unité Miller. (B) Détection 
de la protéine FlgE dans la souche sauvage de B. melitensis (WT) et dans le mutant rpoE1 
après 4, 8, 12, 24, 32 et 48 heures de croissance en milieu liquide riche. Contrôle positif, 
même échantillon de la souche sauvage récolté après 6 heures de culture et utilisé dans la 
figure 51. 
Afin de déterminer si d’autres gènes sont touchés par l’action de RpoE1, nous avons 
effectué une Real-Time PCR pour quantifier l’ARNm des gènes fliF, flgE, fliC, flbT et flaF 
dans un mutant ΔrpoE1 par rapport à une souche sauvage de B. melitensis (Figure 53). Pour 
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une facilité de visualisation, nous avons étalonné nos résultats pour une souche sauvage 
normalisée à 1. 
 
 
Figure 53 : Présence plus élevée d’ARNm des gènes flagellaires dans un mutant rpoE1. 
Quantification de l’ARNm des gènes fliF, flgE, fliC, flaF et flbT dans le mutant rpoE1 par 
Real-Time PCR en phase stationnaire. Les résultats présentés ont été homogénéisés en les 
comparants avec le résultat de la souche sauvage B. melitensis (WT) étalonné à 1 pour 
chaque gène. Le rapport de la quantité d’ARNm de chaque gène flagellaire dans un mutant 
ΔrpoE1 par rapport à une souche sauvage est quantifié en ordonnée (Foldchange). 
Nous constatons que la quantité d’ARNm pour tous les gènes flagellaires testés est 
supérieure à la quantité d’ARNm retrouvée dans une souche sauvage de B. melitensis. Nous 
pouvons dons conclure que RpoE1 est un inhibiteur de l’expression de tous les gènes 
flagellaires. Son action sur les gènes flagellaires est sans doute indirecte et est peut être liée à 
un répresseur transcriptionnel à la base de la régulation du système flagellaire chez Brucella 
(Voir partie Discussion et Perspectives). 
Pour  savoir si cette surproduction de protéines à un effet sur la structure flagellaire 
nous avons aussi analysé le mutant ΔrpoE1 en microscopie électronique à transmission en 






Figure 54 : Photos en microscopie électronique à transmission de la souche sauvage de B. 
melitensis (A) et du mutant ΔrpoE1 en début de croissance en milieu riche liquide (B). Les 
échantillons sont colorés à l’acétate d’uranyle 2% et les barres noires correspondent à 1 µm. 
Nous n’observons pas de différence quant au nombre de flagelles par bactérie ou dans la 
population, par contre le filament est souvent beaucoup plus long pour le mutant ΔrpoE1. Il 
semblerait donc que RpoE1 ait un effet sur la longueur de celui-ci. 
12. Analyse in silico de régulateurs flagellaires et de 
cibles dans les promoteurs flagellaires 
La disposition d’un nombre sans cesse croissant de séquences de génomes bactériens et 
leur analyse bioinformatique nous permet aujourd’hui d’analyser in silico le génome de 
Brucella (Yu et al., 2007).  
Le but de cette analyse in silico est de faire ressortir des cibles potentielles de la 
régulation flagellaire afin de dessiner un schéma de régulation pour de futures recherches. 
Notons qu’il n’est nullement envisagé dans notre cas de faire une étude précise 
bioinformatique du génome de Brucella, ce qui dépasserait le cadre de cette thèse.  
A partir de données bibliographiques, nous avons sélectionné les régulateurs impliqués 




Afin d’affiner notre recherche, nous avons ciblé les régulateurs flagellaires présents 
chez les α-protéobactéries et qui possèdent un homologue chez Brucella. Parmi ceux-ci nous 
avons retenus CtrA (le régulateur du cycle cellulaire et régulateur maître des gènes flagellaires 
chez C. cresentus), FtcR (le régulateur flagellaire de Brucella), IHF (un régulateur agissant 
sur la structure de l’ADN), et les facteurs sigma RpoE1 et σ70. 
En partant des séquences consensus décrites dans la bibliographie, nous avons examiné 
le génome de Brucella à l’aide du programme RSAT (Thomas-Chollier et al., 2008) 
(Turatsinze et al., 2008) (Defrance et al., 2008). Un schéma récapitulatif est disponible à la fin 
de cette partie (Figure 60). 
12.1. Le régulateur CtrA 
L’analyse in silico du génome de Brucella à la recherche de sites de liaison du 
régulateur CtrA a montré la présence potentielle de ces séquences dans des promoteurs 
flagellaires (Hallez et al., 2004).  
Nous avons recommencé cette recherche en ciblant uniquement les promoteurs 
flagellaires et en utilisant les 3 séquences consensus de CtrA [TTAAC], [TTAA(N7)TTAAC] 
et [TTAACCAT] avec une possibilité de substitution d’une base via RSAT pour les deux 
derniers consensus (Voir Annexe IV).  
Nous retrouvons ces sites consensus dans le promoteur des gènes flagellaires flgB, flhA, 
flgJ, ftcR, tetR et l’ORF hypothétique BMEII1102 situés dans le locus flagellaire (Figure 55).  
 
Figure 55 : Alignement de séquences nucléotidiques des promoteurs des gènes 
appartenant aux loci flagellaires avec le consensus de liaison de CtrA. Les bases surlignées 
de bleu et rouge sont identiques au consensus. Les bases surlignées en rouge sont 
conservées dans toutes les séquences présentées. 
12.2. Le régulateur FtcR 
Le régulateur flagellaire FtcR est le régulateur qui déclenche l’expression des gènes 
flagellaires chez Brucella et se lie au promoteur de fliF (Leonard et al., 2007).  
L’homologue de ce régulateur chez S. meliloti  (le régulateur Rem), a également été 
étudié et a un consensus défini (Rotter et al., 2006). Chez S. meliloti il a été démontré 




Pour trouver les cibles potentielles de FtcR, nous avons fait une recherche avec RSAT 
sur tout le génome de B. melitensis en utilisant le consensus CGC(N0-1)AAGN(A/T)T établi à 
partir du consensus décrit par Rotter et al (Rotter et al., 2006). La liste des gènes cibles 
potentiels est décrite dans l’annexe III. Sur les 40 gènes cibles potentiels obtenus, nous 
retrouvons les gènes flagellaires fliF, flhA et flgB (Figure 56).  
 
Figure 56 : Alignement de séquences nucléotidiques des promoteurs des gènes 
appartenant aux loci flagellaires avec le consensus de liaison de FtcR. L’ORF BMEII0153 de 
B. melitensis est l’homologue de l’ORF 38 de S. meliloti. Les bases surlignées de bleu, rouge 
et vert sont identiques au consensus. Les bases surlignées en rouge sont conservées dans 
toutes les séquences présentées. Les bases surlignées en vert sont conservées dans toutes 
les séquences de Brucella. Les séquences dans le cadre pointillé appartiennent à S. meliloti 
pour comparaison. Dans le consensus W est utilisé pour la base A ou T, et N pour toutes les 
bases. 
12.3. L’IHF 
Le régulateur IHF (Integration Host Factor) se lie à une séquence spécifique de l’ADN 
et agit en modifiant sa structure (Rice et al., 1996). Un homologue d’IHF a été décrit chez 
Brucella et régule l’opéron virB (Sieira et al., 2004).  
Comme ce régulateur est aussi décrit pour réguler l’expression des gènes flagellaires 
chez C. crescentus (Muir and Gober, 2005) et E. coli (Yona-Nadler et al., 2003), nous avons 
analysé l’entièreté du génome en utilisant le consensus (C/T)AAN4TTGAT(A/T) à l’aide du 
programme RSAT (Figure 57).  
Suite à cette analyse, nous retrouvons uniquement le gène flagellaire ftcR parmi les 37 





Figure 57 : Alignement de séquences des promoteurs de ftcR et virB de B. melitensis avec 
le consensus de liaison d’IHF. Les bases surlignées de bleu et rouge sont identiques au 
consensus chez Brucella. Les bases surlignées en rouge sont conservées dans toutes les 
séquences présentées. Les séquences dans le cadre pointillé appartiennent à E.coli, C. 
crescentus et R. prowazekii  pour comparaison (Brassinga et al., 2002). W=A ou T, Y=C ou 
T, R=A ou G, et N= toutes les bases. 
12.4. Les facteurs sigma 
Parmi les facteurs sigma analysés, nous avons choisi le facteur principal sigma 70, et le 
facteur sigma RpoE1 pour son action démontrée sur les gènes flagellaires (Figure 50). Les 
autres facteurs sigma ne seront pas analysés ici. 
12.4.1. Le facteur sigma 70 
Parmi les mutants sigma de Brucella que nous avons étudiés lors de l’analyse de la 
production de la flagelline, nous n’avons pas pu étudier le rôle du facteur sigma 70 car celui-
ci étant essentiel n’a pu être construit (Delory et al., 2006).  
Cependant, à partir du consensus du sigma 70 [TTGACA(N15-21)TATAAT] (Harley and 
Reynolds, 1987) décrit chez E.coli et en l’adaptant sur RSAT avec le consensus 
[TT(G/T)A(A/C)(N15-20)TA(A/T)AAT], nous retrouvons le site de liaison au sigma 70 
[TTGACG(N18)TATAAT] dans le promoteur de la flagelline (Figure 58). 
 
Figure 58 : Alignement de séquences du promoteur de fliC avec le consensus de liaison du 
ζ70. Les bases surlignées en bleu et rouge sont identiques au consensus de Brucella. Les 
bases surlignées en rouge sont conservées dans toutes les séquences présentées. Pour 
comparaison, les séquences dans le cadre pointillé sont le consensus ζ70 de E. coli et les 
promoteurs des flagellines flaA et flaB de B. burgdorferi. W=A ou T, M=C ou A, K=T ou G, et 
N= toutes les bases. 
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Notons que le site consensus a été adapté en fonction des récentes recherches à large 
échelle de sites consensus du sigma 70 dans plusieurs dizaines de génomes différents 
(Sinoquet et al., 2008) (Huerta et al., 2006) (MacLellan et al., 2006).  
 
12.4.2. Le facteur sigma RpoE 
La mutation de rpoE1 (BMEI0371) chez B. melitensis provoque une surproduction des 
gènes flagellaires (voir point 11). Il est probable que RpoE1 active la transcription d’un 
répresseur des gènes flagellaires. La séquence consensus de liaison du facteur RpoE à l’ADN 
est connue pour E. coli (Rhodius et al., 2006). 
A l’aide du consensus [BRAACBW(N15-19)TCNDW(N5-6)R], nous avons également 
exploré le génome de B. melitensis à la recherche d’un répresseur flagellaire potentiel.  
Parmi les 51 gènes cibles potentiels sélectionnés, nous retrouvons 4 régulateurs 
transcriptionnels (voir Annexe I). Ces 4 régulateurs sont de la famille des régulateurs à 2 
composants (BMEI0372), de la famille GntR (BMEII0475), de la famille AsnC (BMEII0518) 
et de la famille TetR (BMEII0804).  
Nous retrouvons également un site consensus dans le promoteur de rpoE1, ce qui laisse 
penser que RpoE1 s’autorégule comme cela est décrit chez E.coli (Rhodius et al., 2006) 
(Figure 59). 
 
Figure 59 : Alignement de séquences du promoteur de rpoE1 de Brucella avec le consensus 
de liaison de RpoE. Pour comparaison, les séquences dans le cadre pointillé sont le 
consensus de RpoE de E. coli et le promoteur de rpoE. W=A ou T, B=G, C ou T, R=A ou G, 
D=G,A ou T et N= toutes les bases. 
Sur base de cette analyse bioinformatique préliminaire, nous avons regroupé les 
promoteurs flagellaires potentiellement régulés par l’un de ces régulateurs sur un schéma 
récapitulatif (Figure 60). Ce schéma a pour but de nous guider pour la compréhension de la 
régulation du système flagellaire de Brucella. 
En perspective, une analyse plus poussée et une validation expérimentale des 





Figure 60 : Schéma récapitulatif des 3 loci flagellaires avec les promoteurs contenant des 










































Le travail effectué au cours de cette thèse a permis d’éclairer nos connaissances sur le 
flagelle de Brucella. Dans cette partie, nous discuterons du rôle et de la régulation du flagelle 
chez Brucella à la lumière de nos résultats.   
1. Structure et rôle du flagelle de Brucella melitensis 
Premièrement, nous avons montré pour la première fois la structure du flagelle de 
Brucella. Nous discuterons de la particularité de cette structure flagellaire et du rôle potentiel 
à partir des connaissances actuelles sur ce type de flagelle. 
1.1. Structure du flagelle de Brucella 
Depuis sa découverte en 1887 par Sir David Bruce, Brucella est décrite pour être non 
mobile et non flagellée. Néanmoins, le séquençage de son génome a permis de mettre en 
évidence la présence de gènes flagellaires. Depuis, les récentes recherches menées sur ces 
gènes ont montré que le gène fliF (codant l’anneau MS) était actif à une DO600 située entre 
0.15 et 0.3 et que les protéines flagellaires FlgE et FliC étaient produites à ce moment 
(Ferooz, 2003) (Fretin et al., 2005). Suite à ces travaux, nous avons réussi à observer des 
Brucella melitensis flagellées récoltées à une DO600 de 0.15 et 0.3 dans une culture liquide. 
Uniquement à ce stade de croissance, nous avons pu détecter la présence de Brucella 
produisant un flagelle polaire de type gainé (Fretin et al., 2005). La présence d’une gaine 
autour d’un flagelle n’est pas inhabituelle puisqu’elle est décrite chez Vibrio cholerae (Yang 
et al., 1977) (Fuerst and Perry, 1988) (McCarter, 2001), Vibrio anguillarum (Norqvist and 
Wolf-Watz, 1993), Bdellovibrio bacteriovorus (Thomashow and Rittenberg, 1985), et 
Helicobacter pylori (Jones et al., 1997) mais est atypique pour un membre de la famille des α-
protéobactéries (review Sjoblad (Sjoblad et al., 1983)).  
Le bout du flagelle de Brucella possède souvent une structure particulière en forme de 
« club de golf ». Ceci est un argument supplémentaire à la présence d’un flagelle de type 
gainé chez Brucella puisque ce genre de structure distale est fréquemment rencontré chez les 
flagelles de type gainé. Par exemple, nous retrouvons cette structure particulière au bout du 
flagelle de Vibrio fischeri ou d’autres espèces de Vibrio (Millikan and Ruby, 2004) (Allen and 
Baumann, 1971). 
Nous avons également tenté d’observer le flagelle de plusieurs mutants flagellaires au 
microscope électronique à transmission. Contrairement à ce que nous attendions, nous 
observons que les mutants flagellaires ftcR, fliF, flgE et fliC produisent toujours une structure 
filamenteuse. La production d’une gaine vide pourrait être à l’origine de cette structure. 
Puisque l’absence des protéines de structure FliF, FlgE et FliC n’altère pas la production de la 
gaine, nous concluons que la régulation de l’assemblage de la structure flagellaire n’est pas 
liée à la production de la gaine. 
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Pourtant, puisque le flagelle de Brucella est gainé, le flagelle et la gaine sont produits en 
même temps. Bien que FtcR soit le régulateur maître des gènes flagellaires chez les α-
protéobactéries, celui-ci ne contrôle probablement pas la production de la gaine puisque le 
mutant ftcR produit encore cette structure.  Il est donc probable que d’autres régulateurs 
interviennent pour faire le lien entre la production de la gaine et de la structure flagellaire. 
Notons que chez certaines bactéries flagellées produisant également une gaine, ce type 
de phénomène est également décrit. Par exemple, un mutant de la flagelline de Bdellovibrio 
bacteriovorus produit toujours un appendice filamenteux déstructuré à cause de la persistance 
de la production de la gaine (Lambert et al., 2006).  
La présence d’une structure produite par la gaine dans des mutants flagellaires 
d’Helicobacter pylori est également décrite (Schirm et al., 2003) (Ryan et al., 2005). Chez 
cette bactérie aussi, la gaine est toujours produite dans un mutant des deux flagellines FlaA et 
FlaB (Josenhans et al., 1995). Chez différentes espèces de Vibrio, il semblerait que la 
production de la gaine seule produise aussi certaines structures tubulaires différentes et 
indépendantes du filament (Allen and Baumann, 1971) (Millikan and Ruby, 2004).  
L’étude de la gaine entourant le flagelle de Vibrio parahaemolyticus montre que la 
gaine est en continuité avec la membrane externe et contient du LPS (Allen and Baumann, 
1971) (Fuerst and Perry, 1988). Néanmoins, on démontre chez Vibrio cholerae et 
Helicobacter pylori que la composition de cette gaine est différente du reste de la membrane 
bactérienne (Hranitzky et al., 1980) (Doig and Trust, 1994). La gaine peut donc être 
considérée comme une structure particulière indépendante du flagelle ou du reste des 
enveloppes bactériennes.  
Bien que la présence d’une gaine autour de certains flagelles soit connue depuis 
longtemps, on ne connait que peu de choses sur la composition, la régulation et le rôle de cette 
gaine (McCarter, 2001) (Sjoblad et al., 1983).  Par exemple, à l’heure actuelle nous ne savons 
toujours pas si la gaine tourne avec le filament ou si le filament tourne à l’intérieur de la gaine 
(Fuerst, 1980). 
1.2. Rôle de la gaine 
Chez toutes les bactéries produisant un flagelle gainé, le rôle de la gaine reste 
aujourd’hui encore un mystère (Sjoblad et al., 1983) (McCarter, 2001).  
Chez les entérobactéries, la protéine FliD polymérise en un pentamère qui assemble la 
flagelline en filament (Maki-Yonekura et al., 2003). L’absence de FliD servant à assembler la 
flagelline pourrait être remplacée par la présence de la gaine chez Brucella. Celle-ci formerait 
un environnement restreint qui permettrait une auto-polymérisation de la flagelline en 
filament. Bien que fliD soit présent chez Vibrio parahaemolitycus, la gaine pourrait être 
impliquée dans la polymérisation de la flagelline en filament en retenant les monomères de 
flagelline dans un espace restreint (McCarter, 1995) (McCarter, 2001).  
Nous pouvons aussi imaginer que la production du flagelle de Brucella se fasse dans un 
environnement défavorable pour la formation du filament. Puisque la gaine recouvre le 
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filament, elle est en contact direct avec l’environnement. Dans ce cas, la gaine servirait de 
barrière et protégerait l’intégrité du filament. Chez la bactérie Helicobacter pylori, la 
flagelline du filament est sensible à l’acidité du milieu et la gaine pourrait avoir un rôle de 
protection contre le suc gastrique acide (Geis et al., 1993). 
Puisque Brucella ne possède qu’une seule flagelline, il est possible que la gaine protège 
la flagelline et empêche la reconnaissance de la flagelline par le système immunitaire. Chez 
Helicobacter pylori, il est envisagé que la gaine ait un rôle pour masquer l’activité 
antigénique de la flagelline (O'Toole et al., 2000). 
Il n’est pas exclu également que la gaine apporte une fonction d’adhérence à Brucella. 
L’analyse du génome de Brucella montre que certains gènes codant pour des adhésines 
potentielles se trouvent à proximité des gènes flagellaires. C’est le cas des gènes BMEII1069 
et BMEII1070 codant pour une adhésine AIDA-I ou les gènes BMEII0148 et BMEII0149 
codant pour un auto-transporteur contenant une homologie de séquence avec des 
hémagglutinines (Figure 61). Ces adhésines pourraient être liées au flagelle et faire partie de 
la composition de la gaine.  
 
Figure 61 : Organisation génomique des adhésines potentielles à proximité des loci 
flagellaires de Brucella melitensis. Le cadre du dessous indique le code couleur des 
différents gènes. 
Chez H. pylori, bien qu’aucune adhérence n’ait pu être démontrée, une adhésine HpaA a 
été détectée dans la gaine (Jones et al., 1997). De plus, l’expression du gène flaA (flagelline) 
est liée à l’expression de hpaA au cours du temps (Thompson et al., 2003).  
Chez E. coli, l’adhésine EtpA se lie à la flagelline et est exposée au bout du flagelle 
(Roy et al., 2009). Cette adhésine permet à la bactérie de s’attacher aux cellules de l’hôte. La 
protéine FliD empêche la liaison d’EtpA à la flagelline. On pourrait donc aussi supposer que 
chez Brucella, l’absence de FliD faciliterait l’exposition d’une adhésine sur le flagelle.  
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1.3. Rôle de la mobilité 
Le rôle principal du flagelle chez les bactéries est bien sûr la mobilité (Moens and 
Vanderleyden, 1996) (Bardy et al., 2003). Le flagelle de Brucella pourrait donc lui permettre 
de se déplacer.  
Pourtant, l’analyse du génome n’a mis en évidence aucun système de chimiotactisme, ce 
qui suppose donc que si Brucella est mobile, elle n’est pas capable de se diriger. Le 
séquençage de deux Archaebactéries a également montré la présence de gènes flagellaires, 
mais l’absence de gènes codant un système de chimiotactisme (Wadhams and Armitage, 
2004) (Faguy and Jarrell, 1999). L’absence d’un système de chimiotactisme n’est pas 
synonyme d’immobilité puisque Legionnella pneumophila est également dépourvue de ce 
système mais est néanmoins mobile (Heuner and Steinert, 2003).  
Bien que nous ayons mis en évidence la présence d’un flagelle, nous n’avons pas pu 
observer des Brucellae mobiles en milieu liquide riche ou sur des milieux mous contenant 
différentes concentrations d’agar allant de 0.15 a 0.4% (aussi appelé milieu de mobilité). 
Néanmoins, nous n’avons testé qu’un milieu de culture classique riche dans lequel 
Brucella croît facilement, et un milieu mou minimum (voir matériel et méthode). Il existe une 
multitude d’autres conditions qui pourraient être nécessaires au mouvement de Brucella. Il est 
donc probable que Brucella soit mobile mais uniquement dans certaines conditions physico-
chimiques particulières.  
Par exemple, la bactérie Geobacter metallireducens fut décrite en 1993 comme non-
mobile. Cependant, en 2002, Childers et al. démontrèrent que G. metallireducens est mobile 
en présence d’un milieu de culture contenant du Fer(III) insoluble (Childers et al., 2002). 
D’autres bactéries ont longtemps été considérées comme non mobiles alors que le séquencage 
récent de leur génome révèle la présence d’un système flagellaire. C’est le cas 
d’Acidothermus cellulolyticus 11B, dont la mobilité va être ré-examinée suite à la découverte 
d’un système flagellaire (Barabote et al., 2009). 
Brucella est une bactérie intracellulaire facultative et nous ne savons que très peu de 
choses sur les conditions environnementales qu’elle rencontre in vivo. Les conditions de 
culture de laboratoire in vitro sont très différentes des conditions rencontrées in vivo dans  
l’écosystème naturel de la bactérie (Fux et al., 2005).  
Il est aussi envisageable que notre souche de laboratoire ait perdu la capacité de se 
déplacer. Notons par exemple qu’après 60 à 90 générations d’une souche d’E. coli, on 
retrouve environ 40 gènes inactivés dont 17 dans des opérons requis pour la production du 
flagelle (Edwards et al., 2002). Il semblerait donc que le système flagellaire ne soit pas 






1.4. D’autres rôles potentiels du flagelle chez Brucella 
Le flagelle de Brucella pourrait avoir évolué et acquis une fonction supplémentaire ou 
différente de la mobilité. En effet, ces dernières années une multitude de fonctions 
supplémentaires du flagelle ont été découvertes chez les autres bactéries. 
Par exemple, bien que la bactérie endosymbiotique Buchnera aphidicola soit non 
mobile, elle produit des centaines de structures basales en membrane (Maezawa et al., 2006). 
Cette bactérie possède tous les gènes pour produire un corps basal et un coude, mais pas la 
partie distale comme le filament. Il est probable que cette bactérie utilise la structure 
flagellaire pour la sécrétion de protéines nécessaires à son endosymbiose (Snyder et al., 
2009). 
D’autres espèces mobiles, comme Yersinia enterocolitica et Campylobacter jejuni, 
utilisent aussi leur système de sécrétion flagellaire pour sécréter des protéines de virulence 
(Young et al., 1999) (Konkel et al., 2004) (Poly et al., 2007).  
La mobilité produite par le flagelle est nécessaire à l’initiation de la formation de 
biofilm. Cependant, il est possible que la structure qui permette la mobilité soit aussi 
impliquée (Yildiz and Visick, 2009).  Dans le cas de C. jejuni, le flagelle est aussi impliqué 
dans le phénomène d’auto-agglutination (AAG) et la formation de biofilm (Guerry, 2007). Le 
flagelle intervient également dans la formation de biofilm chez Pyrococcus furiosus, Y. 
enterocolitica ou chez différentes espèces d’Aeromonas (Nather et al., 2006) (Kim et al., 
2008) (Kirov, 2003). 
De plus, le flagelle a également un rôle de « senseur » de l’environnement (McCarter, 
2001). Par exemple, lorsque le flagelle polaire de Vibrio parahaemolyticus est ralenti par une 
condition extérieure (par exemple une augmentation de la viscosité du milieu), son deuxième 
système flagellaire latéral est activé. Par un mécanisme différent impliquant FlgM, S. 
typhimurium est également capable de sentir l’humidité du milieu grâce son flagelle (Wang et 
al., 2005).   
A partir de tout ces exemples, il n’est pas exclu que Brucella utilise également son 
système flagellaire à d’autres fins que la mobilité. Quoiqu’il en soit, et indépendamment de la 
structure flagellaire, les gènes flagellaires sont nécessaires lors de l’infection de l’hôte et 
démontre un rôle du flagelle dans la virulence (Fretin et al., 2005) (Zygmunt et al., 2006). 
2. Analyse de la flagelline de Brucella 
Après avoir discuté de la structure du flagelle de Brucella et débattu des différents rôles 
potentiels du flagelle, nous nous sommes intéressés au filament, et particulièrement à la 
protéine qui le compose : la flagelline ou FliC. 
En comparaison avec certaines autres α-protéobactéries qui possèdent plusieurs 
flagellines, comme par exemple C. crescentus, S. meliloti ou A. tumefaciens, Brucella ne 
possède qu’une seule flagelline (Ely et al., 2000) (Scharf et al., 2001) (Deakin et al., 1997) 
(Fretin et al., 2005).  
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Le gène fliC codant la flagelline est le premier gène du premier locus et ne semble pas 
en opéron avec le reste des gènes flagellaires en aval (Fretin et al., 2005). L’analyse du 
promoteur de fliC laisse supposer que sa transcription est dépendante des régulateurs CtrA et 
VjbR (Hallez et al., 2004) (de Jong et al., 2008). 
2.1. Construction de mutants ne produisant plus de flagelline 
Nous avons tout d’abord muté le gène fliC et testé la virulence de ce mutant comparé à 
une souche sauvage de B. melitensis.  
Nous avons montré au laboratoire que les gènes situés dans les 3 loci flagellaires étaient 
nécessaires à la virulence de Brucella lors d’infections murines (Fretin et al., 2005) (Leonard 
et al., 2007). Ces mutants ont été construits par insertion d’un plasmide intégratif dans les 
gènes cibles (Fretin et al., 2005).  
Après 4 semaines d’infection en souris, les mutants flagellaires sont tous atténués par 
rapport à une souche sauvage. Cependant, un effet polaire sur les autres gènes en aval du gène 
muté reste probable. Pour éviter cet inconvénient, nous avons reconstruit des mutants 
flagellaires en utilisant une autre technique de mutation qui évite cet effet polaire (Menard et 
al., 1993).  
Parmi les nouveaux mutants construits, nous avons étudié le rôle de la flagelline grâce 
au mutant fliC. Nous avons recommencé les infections de souris avec ce mutant comparé à la 
souche sauvage de B. melitensis. Contrairement aux résultats obtenus avec l’ancien mutant 
fliC intégratif, le nouveau mutant fliC est plus virulent que la souche sauvage après 4 
semaines d’infection.  
2.2. L’absence de flagelline exacerbe la virulence de Brucella en 
souris 
La signification des résultats obtenus est difficilement interprétable, néanmoins nous 
pouvons observer un effet spécifique de la flagelline sur la virulence de Brucella.  
En effet, le gène fliC se trouve juste en amont de l’opéron flagellaire de fliF, et la 
mutation dans l’ancien mutant intégratif fliC a sans doute perturbé le reste de l’opéron fliF, ce 
qui expliquerait que l’ancien mutant fliC possédait le même phénotype que le mutant fliF. De 
plus, nous avons également construit un nouveau mutant apolaire fliF, et celui-ci possède le 
même phénotype que le mutant fliF intégratif, c'est-à-dire une diminution de la virulence en 
souris après 4 semaines d’infection.  
Parmi les gènes flagellaires étudiés, nous avons également muté un gène impliqué dans 
la régulation spécifique de la flagelline, le gène flbT. De façon intéressante, le mutant flbT 
présente le même phénotype que le mutant fliC apolaire, c'est-à-dire une virulence exacerbée. 
La mutation de flbT entraine une absence de production de flagelline. Cette régulation est 
spécifique puisque il n’y a pas de différence entre la production de FlgE dans la souche 
sauvage et dans le mutant flbT.  
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Nous pouvons conclure de ces résultats que FlbT régule spécifiquement la flagelline et 
que le phénotype de virulence exacerbée du mutant flbT et du mutant fliC est associé à une 
absence de flagelline. 
Un cas similaire de virulence exacerbée en modèle murin a été décrit avec un mutant de 
Salmonella ne produisant plus de flagelline (Vijay-Kumar et al., 2006). Dans cette 
expérience, l’inflammation exacerbée des muqueuses intestinales et le nombre de bactéries 
diminue lors de l’adjonction de flagelline.  
Un autre exemple est également  décrit lors d’infection de plante Arabidopsis avec une 
souche de Pseudomonas. Une plante inoculée avec un mutant fliC de Pseudomonas syringae 
pv. tabaci présente une infection sévère liée à une croissance importante des bactéries dans les 
feuilles. Par contre, cette infection est inapparente lors d’une inoculation avec une souche 
sauvage, et le nombre de bactéries dans les feuilles est 10 fois moins important (Li et al., 
2005).  
Il est possible que la flagelline stimule le système immunitaire et provoque une réaction 
de l’hôte qui tend à éliminer rapidement les bactéries parasites. En absence de flagelline, le 
système d’alarme de l’hôte reconnaissant la flagelline n’est pas enclenché et la bactérie 
prolifère plus rapidement en absence de réaction de l’hôte. 
Nos résultats montrent aussi que contrairement au mutant fliC, les autres mutants 
flagellaires sont atténués en souris. Cependant, la flagelline est toujours produite dans ces 
mutants. Il est probable que même en absence d’un système de sécrétion flagellaire 
fonctionnel, la flagelline soit sécrétée par le système de sécrétion de type IV (voir point 5).  
Notons qu’il a récemment été démontré que chez L. pneumophila, S. typhimurium et P. 
aeruginosa, la flagelline peut être sécrétée par le système de sécrétion de type III ou IV (Miao 
et al., 2006) (Miao et al., 2007) (Miao et al., 2008) (Franchi et al., 2006)  (Sun et al., 2007) 
(Sutterwala and Flavell, 2009). Dans ce cas, la flagelline serait tout de même sécrétée dans 
tous les autres mutants flagellaires et activerait le système immunitaire de l’hôte.  
Le cas du mutant intégratif fliC (qui aurait peut être un effet polaire sur fliF en aval) 
montre néanmoins une atténuation similaire aux autres mutants flagellaires (Fretin et al., 
2005). Dans ce contexte, on peut supposer que la structure flagellaire elle-même soit 
importante à l’infection ou que le système flagellaire soit utile à la sécrétion d’autres facteurs 
de virulence inconnus.  
Une structure flagellaire minimum est nécessaire à la sécrétion de protéines. Par 
exemple, un mutant flgE ou flgF de C. jejuni ne sécrète plus les protéines dans le milieu (Song 
et al., 2004) (Poly et al., 2007). L’absence d’une structure flagellaire diminuerait donc la 




Figure 62 : Modèle de la virulence des mutants flagellaires. La structure flagellaire produite 
par un mutant est représentée au-dessus. La flèche et les boules bleues représentent la 
sécrétion de protéines. FliC, flagelline ; Vir, facteur de virulence potentiel ; Fla, présence 
d’une structure flagellaire fonctionnelle; , virulence en souris. fliC-fliF, mutant fliC intégratif 
(Fretin et al., 2005); fliF, mutant fliF; flgE, mutant flgE; flbT, mutant flbT; fliC, mutant fliC, WT, 
souche sauvage de B. melitensis. (-) absence ou diminution; (+) présence ou augmentation; 
(=) virulence d’une souche sauvage. 
Chez certaines bactéries, la production de flagelline est néfaste pour leur virulence 
(Akerley et al., 1995) (Niedergang and Kweon, 2005). Par exemple, chez Listeria 
monocytogenes, la surproduction de flagelline FlaA par un mutant mogR diminue la virulence 
de la bactérie de 250 fois (Grundling et al., 2004) (Shen and Higgins, 2006). La surpoduction 
de la flagelline est également délétaire pour la réplication de Salmonella in vivo (Salazar-
Gonzalez et al., 2007). 
Il est donc plausible que la flagelline de Brucella soit également néfaste à un moment de 
l’infection. Néanmoins, notons que nous n’avons testé que le modèle murin pour les 
expériences d’infection. Il pourrait être intéressant de tester d’autres modèles d’infection ou 
de suivre la croissance du mutant fliC et/ou flbT lors de l’infection murine par la technique 
d’« in vivo bioluminescent imaging » (Rambow-Larsen et al., 2008). 
2.3. Reconnaissance de la flagelline par les cellules eucaryotes 
Au niveau cellulaire, les cellules eucaryotes ont développé un système de 
reconnaissance extracellulaire et intracellulaire de la flagelline (voir introduction point 6). 
Pour détecter la présence de pathogènes dans l’organisme, le système immunitaire inné 
utilise certains récepteurs spécifiques nommés PRRs (Pattern-Recognition Receptors). Ces 
récepteurs déclenchent l’inflammation lorsqu’ils reconnaissent des structures conservées chez 
les pathogènes (nommés PAMP pour « Pathogen-Associated Molecular Patterns »).  
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Les TLRs (Toll-Like Receptor) sont des récepteurs membranaires qui font partie de ces 
PRRs (Akira and Takeda, 2004) (voir introduction point 6).  
Chez les plantes, la flagelline de Pseudomonas syringae est capable d’activer le système 
immunitaire inné (Li et al., 2005). En effet, la flagelline se fixe aux récepteurs FLS2 (flagellin 
sensitive receptor) des cellules des plantes et active la cascade de phosphorylation MAPK qui 
déclenche la production de protéines de défense (Gomez-Gomez and Boller, 2002) (Asai et 
al., 2002) . En absence de flagelline, ce système n’est pas activé, et la plante devient plus 
sensible à l’infection bactérienne.  
Un système homologue est présent chez les cellules animales. La flagelline des 
bactéries pathogènes est reconnue par les récepteurs TLR5 des cellules animales (Hayashi et 
al., 2001). Il fut proposé que la flagelline de Brucella pourrait être reconnue par les TLR5 et 
activer à son tour le système immunitaire de l’hôte (Fretin et al., 2005). 
Comme pour P. syringae, l’absence de production de flagelline permettrait à Brucella 
de ne pas activer le système immunitaire inné de l’hôte et de proliférer plus facilement. Un 
mutant de Brucella ne produisant plus de flagelline agirait alors comme un cheval de Troie 
dans la cellule.  
Cependant, les données actuelles tendent plutôt vers une non-reconnaissance de la 
flagelline de Brucella par les TLR5 (Andersen-Nissen et al., 2005). Certaines α et ε-





Figure 63 : Tableau et comparaison des flagellines. (A) Arbre moléculaire des différentes 
séquences de flagellines. (-) Bactéries testées qui n’active pas le TLR5; (*) bactérie testées 
qui active le TLR5. (B) Alignement de séquences de la flagelline de Brucella par rapport aux 
α et ε-protéobactéries. Les astérisques indiquent les résidus importants pour la 
reconnaissance par le TLR5. Les rhizobiales sont en rouge (Andersen-Nissen et al., 2005). 
L’analyse de la séquence de la flagelline de Brucella montre que les résidus nécessaires 
à la reconnaissance de la flagelline ne sont pas conservés (Figure 63B). De plus, des données 
expérimentales montrent que la sécrétion de la flagelline de B. abortus n’active pas la voie 
des TLR5 (communication personnelle de (Tsolis, 2008)). 
Néanmoins, un autre système de reconnaissance de la flagelline a été découvert 
récemment (Ren et al., 2006). La flagelline intracellulaire est aussi détectée dans le cytosol 
des cellules par des récepteurs cytoplasmique comme Ipaf ou Naip5 (voir introduction point 
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6). La flagelline de L. pneumophila est injectée dans le cytosol du macrophage, puis est 
reconnue par la protéine Ipaf qui active le système immunitaire inné du macrophage (Sun et 
al., 2007) (Miao et al., 2007).  
En infectant des macrophages THP-1 avec un mutant de la flagelline FlaA de 
Legionella comparé à une souche sauvage, on observe également une virulence exacerbée du 
mutant flaA (Vinzing et al., 2008).  Tout comme Legionella, Brucella est une bactérie 
intracellulaire facultative. Bien que ces deux espèces ne soient pas génétiquement proches, 
elles partagent certaines homologies, comme l’absence d’un système de chimiotactisme et la 
présence d’un système de sécrétion de type IV.  
Comme Legionella, il est envisageable que la flagelline de Brucella soit injectée dans le 
cytosol lors de l’infection du macrophage. De plus, le flagelle est probablement exprimé en 
cellule puisque le promoteur de fliF est actif lors d’une infection de cellules (Fretin et al., 
2005). La flagelline de Brucella pourrait être reconnue par Ipaf en intracellulaire et activer le 
système immunitaire inné de l’hôte.  
Chez Legionella il est également possible que le système de sécrétion de type IV soit à 
l’origine de la sécrétion de flagelline dans le cytosol du macrophage (Sutterwala and Flavell, 
2009). Chez Brucella, la régulation du système de sécrétion de type IV et le flagelle sont lié 
par un régulateur commun nommé VjbR (Delrue et al., 2005). 
Pour terminer, une étude utilisant des vaccins à ADN a également montré un effet 
particulier de la flagelline de Brucella (Commander et al., 2007). Dans cette étude, la 
flagelline est produite par la souris grâce à une vaccination à ADN nu, ce qui équivaut à une 
transfection d’un plasmide in vivo.  
Les souris infectées ayant reçu le vaccin à ADN montrent une augmentation 
significative du nombre de Brucella dans la rate. Les auteurs concluent que de manière 
surprenante l’utilisation de FliC comme vaccin à ADN exacerbe l’infection de Brucella. Bien 
que ce résultat soit difficilement explicable, il montre néanmoins que la flagelline de Brucella 
a une action spécifique sur le système immunitaire de l’hôte.  
La conclusion de cette analyse montre que la reconnaissance et l’action de la flagelline 
par l’hôte infecté est un champ d’investigation qui permettrait de mieux comprendre la 
virulence de Brucella.   
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3. Régulation de l’expression des gènes flagellaires 
Durant la deuxième partie de cette thèse, nous avons également abordé la régulation du 
flagelle et proposé un modèle de régulation flagellaire chez Brucella. Ce modèle est élaboré à 
partir des données expérimentales obtenues dans ce travail et des données bibliographiques 
disponibles sur la régulation du flagelle, principalement chez les Rhizobiales. 
Nous pouvons imaginer le système flagellaire en plusieurs composantes (Figure 64). 
Tout d’abord, un signal déclencheur provoque l’activation (ou la répression) du flagelle 
comme un interrupteur.  
Suite à cette activation, le flagelle est assemblé par une cascade d’activation de gènes 
flagellaires. L’expression des gènes flagellaires peut être contrôlée à l’intérieur de cette 
cascade. Pour terminer, l’expression du flagelle est stoppée puis sa destruction ou son éjection 
est activée (Figure 64). 
 
Figure 64 : Schéma d’activation et de régulation du système flagellaire. Un signal 
d’activation enclenche la production du flagelle (ON). Ce signal peut être de type 
environnemental ou intracellulaire. Le cadre vert représente la  partie soumise à une 
régulation interne à l’assemblage du flagelle. Pour terminer, des régulateurs interviennent 
dans la disparition du flagelle (OFF). Flèches pleines, assemblage du flagelle; flèches 
pointillées, régulation. 
Nous allons d’abord développer ici quelques signaux qui pourraient contrôler 
l’activation ou la répression du flagelle chez Brucella, puis dans le point suivant, nous nous 
attarderons sur les régulateurs impliqués. 
3.1. Signaux de régulation des gènes flagellaires chez Brucella 
Le signal peut être environnemental de type physico-chimique tel que la température ou 
la composition du milieu. Par exemple, dans des conditions de limitation en oxygène, 
l’expression des gènes flagellaires est activée chez E. coli (Landini and Zehnder, 2002). La 
limitation de carbone dans l’environnement est aussi un signal pour l’activation du flagelle 
chez E. coli (Zhao et al., 2007). Notons également que la température et le pH jouent aussi un 
rôle sur la biosynthèse du flagelle chez S. enteritidis (Walker et al., 1999). 
Le signal peut également être interne à la bactérie, et par exemple, être lié au cycle 




3.1.1. Composition du milieu 
Dans le cas de Brucella, nous ne connaissons encore que peu de choses sur les facteurs 
activant la production du flagelle. Brucella est une bactérie intracellulaire facultative qui se 
réplique dans les macrophages (Celli, 2006).  
Lors de sa réplication en macrophage, elle rencontre une série de conditions de stress 
comme l’acidification du pH (Kohler et al., 2002b) (Kohler et al., 2002a). Ces conditions de 
stress pourraient également jouer sur la régulation du flagelle. C’est le cas de la bactérie 
intracellulaire L. pneumophila qui exprime son flagelle en macrophage à la fin de l’infection, 
au moment où la cellule est remplie de bactéries (Heuner and Steinert, 2003).  
Chez R. meliloti, la mobilité et l’expression des flagelles sont aussi contrôlés par le 
milieu (Wei and Bauer, 1998). De plus, le pH agit sur l’expression des gènes flagellaires de S. 
meliloti (Hellweg et al., 2009). 
Chez Brucella, la croissance en milieu pauvre en nutriments augmente l’expression du 
flagelle (Léonard, 2005). Cet environnement pourrait se retrouver dans la niche de réplication 
lors de son infection en cellule (Kohler et al., 2002b) (Kohler et al., 2002a) (Roop et al., 
2004). Notons également que le promoteur du gène fliF de Brucella est actif lors d’une 
infection de cellule (Fretin et al., 2005).  Un environnement stressant pauvre en nutriments 
pourrait donc être un activateur du flagelle de Brucella. 
3.1.2. La lumière 
La lumière pourrait également jouer un rôle sur le flagelle. Par exemple, la lumière verte 
permet d’activer la rotation du flagelle d’E. coli (Walter et al., 2007).  
Il a récemment été démontré que la lumière influençait la virulence de Brucella. En 
effet, la lumière bleue agit sur le système photorécepteur LOV composé d’histidine kinases 
(Swartz et al., 2007) (Kennis and Crosson, 2007). Chez A. tumefaciens, la lumière a un effet 
répresseur sur la mobilité (Oberpichler et al., 2008), et ce phénomène est également décrit 
chez d’autres rhizobiales. 
Les signaux environnementaux physico-chimiques sont perçus par la bactérie via des 
protéines bactériennes qui ont un rôle de senseur de l’état général du milieu, c’est par exemple 
le cas des systèmes à deux composantes utilisant les histidine kinases (Mascher et al., 2006). 
Une fois le signal externe perçu, différents régulateurs à la base de l’expression du flagelle 
vont être activés ou réprimés. 
3.1.3. Le cycle cellulaire 
Comme chez C. crescentus, l’activation du flagelle pourrait dépendre du cycle cellulaire 
chez Brucella. CtrA est un régulateur du cycle cellulaire et le régulateur maître des gènes 
flagellaires chez C. crescentus (McAdams et al., 2004). D’autres α-protéobactéries possèdent 
un homologue de CtrA, comme S. meliloti, A. tumefaciens  mais aussi B. abortus (Hallez et 
al., 2004). L’implication de CtrA de Brucella est discutée dans le point 3.2.5.   
  
106 Discussion 
3.1.4. La population bactérienne 
La densité de population bactérienne est également un signal pour l’activation ou la 
répression du flagelle (Daniels et al., 2004). Les bactéries produisent des molécules signal 
dans l’environnement aussi appelées AHL (voir point 4).  
Plusieurs modèles existent pour expliquer le lien entre la population bactérienne et la 
régulation génique (Hense et al., 2007). Des régulateurs homologues aux régulateurs 
permettant de sentir la densité de population sont décrits chez Brucella et sont liés à 
l’expression des gènes flagellaires (Delrue et al., 2005) (Rambow-Larsen et al., 2008). 
L’implication de ces régulateurs est discutée dans les points 3.2.2 et 3.2.3 et le  rôle de la 
densité de population dans le point 4.  
3.2. Implication de différents régulateurs dans le contrôle du 
flagelle de Brucella 
Une fois les signaux perçus par la bactérie, des régulateurs vont enclencher la 
transcription des gènes flagellaires, et à terme, la production du flagelle. Voici un bref aperçu 
des régulateurs pouvant être impliqués dans la régulation interne du flagelle de Brucella. Leur 
implication sera décrite à partir des données in vitro ou in silico obtenues lors de ce travail et 
à partir des données bibliographiques. 
3.2.1. Le régulateur maître : FtcR 
Chez Brucella, l’expression des gènes flagellaires est déclenchée par le régulateur FtcR 
(Leonard et al., 2007). Celui-ci est considéré comme le régulateur maître de classe I à 
l’origine de l’expression des gènes flagellaires chez les Rhizobiales. De plus, l’homologue 
Rem possède la même fonction chez S. meliloti (Rotter et al., 2006).  
FtcR se fixe au moins sur le promoteur de fliF, qui est en général la première pièce 
flagellaire à être produite (Leonard et al., 2007) (Rotter et al., 2006). Par homologie avec les 
résultats expérimentaux de footprint obtenus chez S. meliloti et nos données in silico, nous 
pouvons également supposer une liaison directe de FtcR aux promoteurs de flgB, flhA, 
BMEII0153 et une auto-activation de ftcR (Rotter et al., 2006).  
3.2.2. Implication d’un régulateur du Quorum Sensing : VjbR 
Le régulateur transcriptionnel VjbR a également été décrit comme activateur du flagelle 
de Brucella (Delrue et al., 2005). La mutation de ce régulateur engendre une diminution de 
l’activité du promoteur de fliF (Leonard et al., 2007).  
VjbR agit sur les gènes flagellaires en contrôlant l’expression de ftcR. En effet, l’activité 
du promoteur de ftcR est diminuée de moitié dans un mutant vjbR comparé à une souche 
sauvage, ce qui laisse supposer que VjbR régule une partie de la transcription de ftcR et se 
retrouverait donc en amont dans une cascade de régulation flagellaire (Leonard et al., 2007).  
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Chez S. meliloti, l’expression de rem (l’homologue de ftcR) est abolie dans un mutant 
des régulateurs VisN et VisR, ce qui montre l’action du locus visNR sur rem (Rotter et al., 
2006) (Bahlawane et al., 2008). Or, visN se trouve à la même position génomique que vjbR et 
est aussi un régulateur de type LuxR (Sourjik et al., 2000). Le fait que VjbR soit également un 
régulateur du système de sécrétion de type IV laisse entrevoir un lien entre le flagelle et le 
système de sécrétion de type IV (Voir point 5).  
3.2.3. Implication d’un autre régulateur de type LuxR : BlxR 
Notons que récemment, le régulateur BlxR de type LuxR a été découvert et contrôlerait 
l’activation du flagelle de Brucella (Rambow-Larsen et al., 2008). En plus de jouer une action 
sur les gènes virB du système de sécrétion de type IV et sur le flagelle, BlxR s’auto-active et 
contrôle l’activation de VjbR. Cette auto-activation est aussi décrite pour VjbR (Rambow-
Larsen et al., 2008). 
3.2.4. Implication d’un régulateur d’exopolysaccharides : MucR 
Chez S. meliloti, MucR est une protéine « zinc finger » qui contrôle la production 
d’exopolysaccharides (EPS) (Bertram-Drogatz et al., 1998). MucR active la production de 
succinoglycane et inhibe la synthèse de galactoglucane. Il inhibe aussi la production du 
flagelle de S. meliloti en se fixant sur le promoteur de rem (Bahlawane et al., 2008). 
Le facteur transcriptionnel Ros d’A. tumefaciens partage 80% d’identité avec MucR et 
contrôle différents gènes de virulence (Chou et al., 1998). Ce régulateur est donc conservé 
chez les Rhizobiales. 
L’ORF BMEI1364 de Brucella possède 72% d’identité avec mucR. De plus, le site de 
liaison de MucR dans le promoteur de ftcR semble conservé, ce qui laisse entrevoir un rôle 
similaire chez Brucella (Figure 65).  
La formation de biofilm par Brucella (Uzureau et al., 2007) suggère peut être un lien 
entre le système flagellaire et la formation de biofilm via MucR. 
 
 
Figure 65 : Alignement du promoteur de ftcR avec les promoteurs des gènes contenant un 
site de liaison à MucR décrit par Bahlawane et al (Bahlawane et al., 2008). En rouge, base 
conservée dans au moins 66% des séquences présentées. En noir, base conservée dans 
100% de séquences présentées. En dessous en gras, séquence consensus décrite par 




3.2.5. Implication d’un régulateur du cycle cellulaire : CtrA 
CtrA est un régulateur du cycle cellulaire et le régulateur maître des gènes flagellaires 
chez C. crescentus (McAdams et al., 2004). Il est aussi responsable de la division asymétrique 
chez C. crescentus. B. abortus possède aussi un homologue de CtrA (Hallez et al., 2004). 
Chez B. abortus, CtrA contrôle également le cycle cellulaire mais via des gènes cibles 
différents (Bellefontaine et al., 2002).  
L’analyse in silico des promoteurs flagellaires de Brucella suggère que l’homologue du 
régulateur du cycle cellulaire CtrA puisse également être un candidat potentiel dans 
l’activation de l’expression du flagelle (Hallez et al., 2004). CtrA pourrait réguler l’expression 
du flagelle en activant FtcR puisque l’on retrouve un motif de liaison à l’ADN de CtrA dans 
le promoteur de ftcR.  
3.2.6. Implication d’un régulateur structural de l’ADN : IHF 
IHF (Integration Host Factor) est une petite protéine ressemblant à une histone qui est 
très répandue chez les bactéries à Gram négatif (Goodman et al., 1999) (Brassinga et al., 
2002). Chez E.coli, IHF intervient dans la réplication en se fixant sur l’origine de réplication 
(oriC) et en produisant un changement de structure de l’ADN (Rice et al., 1996).   
L’analyse des promoteurs flagellaires montre que FtcR pourrait être contrôlé par IHF. 
En se liant au promoteur de ftcR, IHF pourrait changer la structure secondaire du promoteur et 
perturber la régulation ou l’activation de FtcR.  
Dans des souches de E. coli entéro-pathogènes (EPEC) et entéro-hémorragiques 
(EHEC), IHF réprime l’expression des gènes flagellaires en agissant sur le gènes maîtres flhD 
et flhC (Yona-Nadler et al., 2003). Les gènes flagellaires sont également régulés par IHF chez 
C. crescentus (Muir and Gober, 2005).  
Chez Brucella, IHF régule l’expression du système de sécrétion de type IV en se liant 
au promoteur de virB et en changeant sa conformation (Sieira et al., 2004). Comme pour 
VjbR, IHF pourrait à la fois réguler les gènes virB et les gènes flagellaires. 
3.2.7. Implication d’un facteur sigma extracytoplasmique : RpoE1 
Les facteurs sigma extracytoplasmiques (ECF) interviennent dans l’intégrité de la paroi 
bactérienne (Raivio and Silhavy, 2001). Ils contrôlent les gènes impliqués dans le reploiement 
des protéines dénaturées ou la dégradation des protéines endommagées dans le périplasme et 
en membranes. 
Brucella possède deux facteurs sigma ECF nommés RpoE1 et RpoE2 (Delory et al., 
2006). La mutation de rpoE1 de Brucella (BMEI0371) provoque une augmentation de 
l’activité du promoteur de fliF, ce qui semble indiquer qu’en supprimant ce facteur, on 
empêche l’action d’un répresseur encore inconnu sur l’activation des gènes flagellaires 
(Delory et al., 2006).  
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La répression des gènes flagellaires par le facteur sigma AlgT est décrite chez P. 
aeruginosa (Garrett et al., 1999). Tout comme le facteur sigma RpoE1 de Brucella, AlgT est 
un facteur sigma extracytoplasmique.  
AlgT réprime les gènes flagellaires en agissant indirectement sur le régulateur  
flagellaire maître fleQ (Tart et al., 2005). AlgT est inactif lorsqu’il est lié au facteur anti-
sigma MucA.  Mais lorsqu’AlgT est libéré, il active la transcription de AmrZ, un inhibiteur 
transcriptionel du gène maître flagellaire fleQ (Tart et al., 2006). Bien qu’aucun homologue 
de AmrZ ne soit présent chez Brucella, RpoE1 pourrait agir de façon similaire sur un 
inhibiteur de FtcR (Figure 66). 
 
Figure 66 : (A) L’anti-sigma (rouge) est lié à RpoE1 (bleu) et empêche l’activation du 
répresseur des gènes flagellaires (orange). (B) RpoE1 libre active l’expression du répresseur 
flagellaire qui réprime les gènes flagellaires via ftcR (vert). 
A partir du consensus décrit pour le facteur sigma RpoE chez E. coli, nous avons 
analysé le génome de Brucella à la recherche des gènes potentiellement régulés par RpoE1 
(Rhodius et al., 2006). L’analyse des promoteurs nous laisse envisager une autorégulation de 
RpoE1.  
Parmi les 51 gènes cibles dont le promoteur contient le consensus de liaison au facteur 
RpoE, nous retrouvons 4 régulateurs transcriptionnels potentiels. Parmi ces 4 régulateurs, il 
est intéressant de noter que l’on retrouve le gène BMEI0372 codant pour un homologue du 
nouveau régulateur PhyR décrit chez Methylobacterium extorquens AM1 (Gourion et al., 
2008) (Gourion et al., 2006). Le gène rpoE1 est bordé par les gènes du régulateur de réponse 




Figure 67 : Description du locus rpoE1 de Brucella. (A) Le gène rpoE1 (vert) est bordé par le 
gène d’une histidine kinase (HK en rouge) et le gène phyR du régulateur hybride (en bleu 
foncé). Bien qu’il ne soit pas annoté dans le génome, la séquence d’un anti-facteur sigma 
potentiel est présente en amont de rpoE1 (nepR en bleu turquoise). (B) L’analyse des 
domaines protéiques montre que la protéine PhyR possède un domaine receveur typique 
des régulateurs de réponse (gris) et un domaine similaire à RpoE de fonction inconnue qui 
pourrait se fixer à l’ADN (bleu). La protéine HK possède un domaine senseur périplasmique 
CHASE3 (vert), un domaine transmembranaire (violet) et un domaine ATPase de type 
histidine kinase (orange). (C) Modèle de fonctionnement du système PhyR-NepR. Suite à un 
signal comme un stress membranaire (éclair), le senseur HK (en rouge) phosphoryle le 
régulateur PhyR et l’active. Une fois phosphorylé, PhyR-P actif augmente son affinité pour 
NepR. De cette façon, le facteur sigma RpoE1 est libéré et activé, ce qui permet l’activation 
des gènes dépendant de RpoE1. D’après le schéma proposé par Francez-Charlot (Francez-
Charlot et al., 2009). 
Les facteurs sigma ECF sont souvent co-transcrits avec un senseur potentiel ancré en 
membrane (Helmann, 2002) (Helmann, 2006) (Potvin et al., 2008). De plus, chez E. coli le 
système à deux composantes Cpx agit en coopération avec RpoE (Rowley et al., 2006). Chez 
Brucella, il est donc probable que cette histidine kinase et PhyR forment un système avec 
RpoE1. 
Récement, un nouveau mécanisme de régulation du stress fut proposé chez M. 
extorquens AM1 et pourrait être répandu chez les α-protéobcatéries (Francez-Charlot et al., 
2009). Le régulateur PhyR a la particularité d’être composé de deux domaines appartenant à 
des systèmes différents: un domaine similaire à un facteur ECF lié au domaine receveur d’un 
régulateur de réponse (Figure 67B). Un autre régulateur nommé NepR semble jouer le rôle 
d’anti-facteur sigma de RpoE1. Dans le modèle de M. extorquens AM1, PhyR est 
phosphorylé suite à un stress. La phosphorylation de PhyR favorise la liaison avec NepR, et a 
pour conséquence de libérer le facteur RpoE. 
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Bien que le gène nepR ne soit pas officiellement annoté chez Brucella, l’analyse de la 
séquence nucléotidique en amont de rpoE1 démontre qu’il est bel et bien présent (Gourion et 
al., 2008). Chez Brucella, cette séquence est similaire à l’ORF SMc01505 de S. meliloti et 
CC3476 de C. crescentus. Notons que cette ORF est ausssi décrite pour encoder un régulateur 
qui inhibe l’activité de RpoE2 chez S. meliloti (Sauviac et al., 2007). Or, RpoE2 est 
l’homologue de RpoE1 de Brucella. 
En tenant compte du schéma décrit chez M. extorquens AM1 nous pouvons également 
imaginer un schéma de régulation de RpoE1 chez Brucella (Figure 67C). Suite à un stress 
périplasmique, nous proposons que l’histidine kinase encodée par BMEI0370 phosporyle 
PhyR et active celui-ci. L’activation de PhyR favorise la liaison à NepR et libère RpoE1.  
Le mécanisme d’action de ce système sur les gènes flagellaires reste à être exploré, 
néanmoins nous pouvons envisager qu’un stress périplasmique contrôle l’activation ou 
l’inactivation du flagelle de Brucella via ce système.   
 
3.2.8. Modèle récapitulatif de régulation du flagelle de Brucella 
Afin de faciliter la compréhension de l’intégration des différents régulateurs dans un 
modèle de régulation flagellaire, nous proposons un schéma récapitulatif reprenant les 
différents régulateurs cités ci-dessus (Figure 68).  
 
Figure 68 : Schéma de régulation flagellaire de Brucella melitensis. Un signal 
environnemental active les régulateurs () via des récepteurs membranaires (en bleu). 
Flèche pleine, interaction directe et expérimentalement démontrée; flèche pointillée, 
interaction établie sur base d’hypothèses. Ligne pointillée, répression hypothétique. , 
autorégulation. 
Ce schéma ne reprend que les régulateurs impliqués dans la régulation à la base du 
contrôle flagellaire. Suite à un signal d’activation, ces régulateurs vont être activés et vont 
enclencher (ou stopper) l’assemblage du flagelle. Une fois l’assemblage du flagelle enclenché, 
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d’autres régulateurs interviennent comme point de contrôle sur cet assemblage (voir point 4 
de l’introduction). Cette étape de la régulation correspond à la régulation interne de la Figure 
64. Comme nous allons le voir, nous avons mis au jour un point de contrôle chez Brucella qui 
s’exerce sur la production de la flagelline.  
 
3.3. Régulation de la flagelline de Brucella par FlbT et FlaF 
Afin de mieux comprendre la régulation de la flagelline dans l’assemblage du flagelle 
de Brucella, nous avons également étudié l’implication de régulateurs spécifiques potentiels. 
Les régulateurs FlbT et FlaF contrôlent la production de flagelline chez C. crescentus et 
semblent conservés chez les autres Rhizobiales. 
3.3.1. FlbT est un activateur de la flagelline de Brucella 
L’expression des gènes flagellaires de Brucella n’est pas homologue au système en IV 
classes de C. crescentus. Cependant, le gène du régulateur FlbT nécessaire au passage de 
l’expression des gènes de classe III à la classe IV chez C. crescentus est également présent 
chez Brucella.  
Chez C. crescentus, FlbT réprime la production de la flagelline FljK (Mangan et al., 
1999). FlbT agit au niveau post-transcriptionnel en se liant à la partie 5’ non traduite UTR de 
l’ARNm de la flagelline. Cette liaison perturbe la structure secondaire de l’ARNm de la 
flagelline et diminue sa stabilité (Anderson and Gober, 2000). Grâce à ce système de 
régulation, la flagelline n’est produite que lorsque la partie proximale du flagelle jusqu’au 
coude est déjà assemblée.  
Bien que FlbT n’ait été étudié que chez C. crescentus, il est présent également chez 
d’autres α-protéobactéries dont Brucella (Figure 69). Néanmoins, FlbT à un effet inverse chez 
Brucella. En absence du gène flbT, la flagelline de Brucella n’est plus produite.   
La flagelline n’est produite qu’au début de la phase exponentielle de croissance (Fretin 
et al., 2005). Cette production s’arrête en fin de phase exponentielle et en phase stationnaire. 
Cette absence de flagelline pourrait être causée par l’absence de FlbT.  
Lorsque l’on produit constitutivement FlbT tout au long de la croissance, la production 
de flagelline ne s’arrête pas, même en phase stationnaire. Ces résultats démontrent que 
contrairement à C. crescentus, FlbT est un activateur de la flagelline chez Brucella. 
3.3.2. La production de flagelline par FlbT est dépendante de FtcR 
La mutation du gène codant le régulateur maître FtcR provoque une disparition de 
l’expression des gènes flagellaires, dont une absence de production de flagelline (Leonard et 
al., 2007). L’absence de flagelline est également observée pour un mutant du gène flbT.  
En supposant que FtcR contrôle la production de tous les gènes flagellaires, il est 
possible qu’il régule aussi flbT. Dans ce cas, l’absence de flagelline observée dans le mutant 
ftcR serait indirectement due à une absence de FlbT.  
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Pour tester cette hypothèse, nous avons exprimé constitutivement flbT dans un mutant 
ftcR. Cette expression permanente en trans rétablit la production de la flagelline dans le 
mutant ftcR. Ce résultat suppose que FtcR active la production de FlbT, qui ensuite, contrôle 
la production de flagelline. En fonction de ce résultat, on peut considérer que FlbT est un 




3.3.3. Conservation du rôle de FlbT chez les Rhizobiales 
FlbT est conservé chez les α-protéobactéries, et est également présent chez les autres 
Rhizobiales proches de Brucella (Figure 69).  
 
Figure 69 : Arbre phylogénétique de la protéine FlbT reconstruit en utilisant le site KEGG 
(méthode N-J avec longueur des branches). Chez les α-protéobactéries, membres des 
Rhizobiales (bleu), membres de Caulobactérales (orange), membres des Rhodobactérales 
(vert), membres des Rhodospirillales (mauve). Les membres des Desulfuromonadales chez 
les δ -protéobactéries sont en rouge. 
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La régulation du système flagellaire de Sinorhizobium meliloti présente plusieurs 
similitudes avec celui de Brucella, non seulement sur l’organisation génomique des gènes 
flagellaires mais également sur la spécificité des régulateurs (Leonard et al., 2007) (Rotter et 
al., 2006) (Eggenhofer et al., 2006).  
Bien que flbT soit conservé chez plusieurs α-protéobactéries, nous constatons que le rôle 
de FlbT est opposé à celui décrit chez C. crescentus. Pour déterminer si la fonction de FlbT 
est conservée chez les Rhizobiales, nous avons exprimé flbT de S. meliloti dans le mutant flbT 
de Brucella. Cette complémentation restore drastiquement la production de flagelline dans le 
mutant flbT de Brucella.  
Cela prouve que le rôle d’activateur de FlbT est sans doute conservé chez les 
Rhizobiales. Par contre, la complémentation dans les mêmes conditions avec le gène flbT de 
C. crescentus ne restore pas la production de flagelline. Ce résultat, en plus du fait que FlbT 
est un répresseur chez C. crescentus, montre que flbT de C. crescentus et de B. melitensis ont 
divergé évolutivement pour ne plus avoir la même fonction.  
3.3.4. FlaF est un antagoniste de FlbT et inhibe la production de 
flagelline 
La régulation de la flagelline de C. crescentus fait également intervenir un autre 
régulateur. Chez C. crescentus, le gène flaF se situe juste en aval de flbT et code un petite 
polypeptide de 11.5 kDa qui possède un rôle antagoniste à FlbT. Contrairement à FlbT, FlaF 
favorise la traduction et la production de la flagelline (voir introduction point 4.2) (Llewellyn 
et al., 2005). 
Le gène flaF est également présent chez les α-protéobactéries qui possèdent flbT. Chez 
les Rhizobiales, les gènes flaF et flbT sont situés juste l’un à coté de l’autre mais de façon 
inverse à l’organisation génomique de C. crescentus (Figure 70).  
 
Figure 70 : Organisation génomique de flaF et flbT chez les Rhizobiales (Agrobacterium 
tumefaciens, Sinorhizobium meliloti et Brucella melitensis) et chez C. crescentus. 
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En supposant que comme chez C. crescentus, FlaF a un rôle antagoniste à FlbT, nous 
avons également étudié brièvement FlaF. Le mutant flaF n’a pas été réalisé lors de cette thèse, 
mais afin d’avoir des données préliminaires sur le rôle de FlaF sur la flagelline de Brucella, 
nous avons surexprimé flaF dans une souche sauvage de B. melitensis.  
En produisant constitutivement flaF, nous constatons que la production de flagelline est 
inhibée. Il semblerait donc que FlaF agisse également comme un antagoniste de FlbT chez 
Brucella, et agirait comme un répresseur de la production de flagelline. La régulation de la 
flagelline semble conservée chez les Rhizobiales, et chez S. meliloti Rem active l’expression 
de flaF (Bahlawane et al., 2008). Les gènes flaF et flbT semblent en opéron et nous supposons 
que FtcR (homologue à Rem) active l’expression de FlbT. Chez C. crescentus, il est montré 
que flaF et flbT constituent bien un opéron (Llewellyn et al., 2005). Sur base de ces résultats, 
nous pouvons supposer que FtcR active aussi l’expression de flaF chez Brucella. 
3.3.5. Régulation post-transcriptionnelle de la flagelline 
Lors de ce travail, nous avons montré que FlbT et FlaF contrôlent la production de 
flagelline chez Brucella.  
Comme chez C. crescentus, FlbT et FlaF de Brucella pourraient se lier à l’ARNm de la 
flagelline et contrôler sa traduction en modifiant sa structure secondaire. Nous avons montré 
que la quantité d’ARNm de la flagelline était moins importante dans un mutant flbT comparé 
à une souche sauvage de B. melitensis.  
FlbT pourrait donc stabiliser la structure de l’ARNm de la flagelline chez Brucella pour 
permettre la traduction de la flagelline. De plus, la quantité d’ARNm de flaF est plus 
importante dans un mutant flbT, ce qui pourrait indiquer que FlbT déstabiliserait la structure 
de l’ARNm de son propre opéron.  
La régulation post-transcriptionnelle de la flagelline existe aussi chez d’autres bactéries. 
Chez H. pylori, bien que le système soit différent, la protéine HP0958 se lie également à 
l’ARNm de la flagelline FlaA et la déstabilise (Douillard et al., 2008). Que ce soit chez C. 
crescentus ou H. pylori, les auteurs proposent qu’un antagoniste agisse également sur la 
stabilité de l’ARNm de la flagelline par compétition (Anderson and Gober, 2000) (Douillard 
et al., 2008). Notons que chez S. tyhimurium, le régulateur FljA se fixe également sur la partie 
UTR non traduite de l’ARNm de la flagelline FliC et empêche sa traduction (Aldridge et al., 
2006a) (Aldridge et al., 2006c). 
En conclusion nous avons montré dans ce travail qu’un point de contrôle existe sur la 
production de la flagelline et que les régulateurs FlbT et FlaF sont impliqués, sans doute au 
niveau post-transcriptionnel (Voir partie Conclusion). 
3.4. La disparition du flagelle 
L’analyse d’une culture liquide de Brucella montre que l’expression des gènes 
flagellaires et la production des protéines flagellaires ne sont observées qu’au début de la 
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phase exponentielle, en débutant à une DO600 d’environ 0.15 et en se terminant vers une 
DO600 d’environ 0.35.  
Après cette période, l’expression des gènes flagellaires chute et la production de 
protéines flagellaires disparait. De même, le flagelle de Brucella melitensis est observable en 
microscopie optique ou électronique que durant cette courte période. En dehors de cette 
fenêtre d’activation flagellaire, aucune Brucella flagellée n’est observable. A cause de cette 
détection difficile, Brucella fut longtemps considérée comme non flagellée. 
Brucella possède donc un mécanisme qui permet d’éteindre les gènes flagellaires, et 
sans doute un mécanisme pour faire disparaitre le flagelle chez les Brucella flagellées. Notons 
que l’observation d’une population flagellée de Brucella montre un nombre important de 
flagelles détachés. Les flagelles peuvent se détacher lors de la manipulation des bactéries pour 
l’observation, mais peut être aussi par un mécanisme actif d’éjection du flagelle.  
3.4.1. Arrêt de la transcription des gènes flagellaires 
La disparition brutale des protéines flagellaires est probablement due à un arrêt de 
l’activation des promoteurs flagellaires. Nous constatons en effet que l’activité des 
promoteurs fliF, flgE et fliC diminue drastiquement après cette période (Fretin et al., 2005) 
(Delrue et al., 2005).  
Il est probable qu’une absence de FtcR produise une inactivation générale des gènes 
flagellaires. En effet, après une expression maximale du promoteur de ftcR en début de phase 
exponentielle, celle-ci diminue ensuite (Leonard et al., 2007). De plus, nous avons vu que la 
production de flagelline est également contrôlée indirectement par FtcR. Lorsque nous 
sautons la régulation de la flagelline par FtcR en produisant constitutivement FlbT, nous 
constatons que la production de la flagelline n’est plus dépendante de la phase de croissance.  
Chez S. meliloti , Rem (l’homologue de FtcR) est également produit durant la période 
exponentielle puis l’activité de son promoteur chute dramatiquement en phase stationnaire 
(Rotter et al., 2006). La dégradation rapide de Rem est sans doute la cause de l’extinction du 
flagelle chez S. meliloti (Rotter et al., 2006).  
3.4.2. Ejection du flagelle 
L’éjection du flagelle de Brucella par un mécanisme de protéolyse de la structure 
flagellaire pourrait également être impliquée.  
Chez C. crescentus, le flagelle est éjecté suite à une destruction de la protéine FliF 
(Grundling et al., 2004). Cette partie de la structure basale est plus sensible à l’effet des 
protéases (Kanbe et al., 2005). La protéase ClpAP reconnait une séquence peptidique de la 
partie C-terminale de FliF nécessaire à sa dégradation (Grunenfelder et al., 2003) 
(Grunenfelder et al., 2004).  
Ce mécanisme pourrait être partagé par Brucella. La comparaison de séquence de clpA 
et de clpP de C. crescentus et de B. melitensis (gène BMEI0816 et gène BMEI0874) à l’aide 
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du programme BLASTN montre respectivement plus de 75% et 78% d’identité des séquences 
nucléotidiques entre ces 2 espèces. Chez Brucella, la partie C-terminale de FliF impliquée 
dans la dégradation est bien conservée et pourrait également être impliquée dans la 
dégradation de son flagelle (Figure 71). 
 
Figure 71 : Alignement de la séquence protéique C-terminale de FliF chez B. melitensis 
comparée à celle de C. crescentus. (*) Résidus identiques; (:) substitution conservée; (.) 
semi-substitution conservée. Partie encadrée, séquence impliquée dans la dégradation du 
flagelle. Code couleur disponible sur : www.ebi.ac.uk (EMBL-EBI, 2009). 
PleD est une diguanylate cyclase impliquée aussi dans la dégradation de FliF (Aldridge 
and Jenal, 1999) (Paul et al., 2004). Les diguanylates cyclases produisent le guanylate 
cyclique (c-di-GMP) à partir de 2 GTP et la formation de pyrophosphate (PPi). Le c-di-GMP 
est un messager qui est ensuite capable de se fixer à des domaines particuliers pour activer des 
régulateurs. Le c-di GMP intervient dans plusieurs schémas de régulation du flagelle (Wolfe 
and Visick, 2008).  
Chez C. crescentus, PleD est responsable de la transition de la cellule flagellée en 
cellule immobile munie d’un pied. PleD possède deux domaines de régulateur de réponse et 
un domaine GGDEF de liaison au c-di-GMP. Une fois phosphorylé par DivJ et PleC, PleD 
forme un dimère qui possède une activité digunylate cyclase. 
Chez Brucella, un homologue de PleD (BMEII0660) est présent. De plus, un régulateur 
homologue à DivJ et PleC nommé PdhS à récemment été découvert chez B. abortus (Hallez et 
al., 2007b). PdhS à une localisation polaire et serait impliqué dans un processus de 
différentiation cellulaire chez Brucella. La dégradation de FliF par une diguanylate cyclase 
pourrait donc aussi avoir lieu. 
3.5. Hiérarchie des gènes flagellaires chez Brucella 
L’assemblage de la structure flagellaire nécessite la coordination de l’expression d’une 
cinquantaine de gènes flagellaires chez S. typhimurium (Macnab, 2003). Pour faciliter cette 
régulation et éviter une dépense d’énergie trop couteuse, la bactérie exprime les gènes 
flagellaires en classes de manière hiérarchique (Kalir et al., 2001) (Soutourina and Bertin, 
2003).  
L’expression d’une classe de gènes nécéssite l’expression de tous les gènes de la classe 
précédente. Les gènes s’activent donc par groupe, en commençant par les gènes impliqués 
dans la production de la partie proximale du flagelle et en terminant par les gènes impliqués 
dans la production de la partie distale. De cette façon, la flagelline n’est produite que si le 
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corps basal et le coude sont présents. Selon l’espèce bactérienne, les gènes flagellaires 
peuvent être groupés en 3 ou 4 classes (Voir Introduction point 4).  
En suivant ce schéma, chez S. typhimurium, E. coli ou H. pylori, un mutant du gène fliF 
ne sécrète plus de protéines flagellaires et ne produit plus de flagelline (Aldridge and Hughes, 
2002) (Macnab, 2003) (Allan et al., 2000).  
Le schéma de régulation semble différent chez Brucella. En effet, la flagelline et FlgE 
sont toujours produit dans un mutant fliF. Cela montre que la mutation de fliF n’affecte pas la 
régulation de ces protéines.  
De manière similaire, la production de flagelline ne semble pas dépendante de la 
présence de la structure basale et du coude du flagelle chez Bacillus thuringiensis (Ghelardi et 
al., 2002). Un mutant du gène flhA (codant un composant du système de sécrétion flagellaire) 
produit toujours de la flagelline mais celle-ci n’est pas sécrétée. 
Nous pouvons en conclure que contrairement aux modèles bactériens E. coli, S. 
typhimurium ou C. crescentus, l’assemblage de la structure flagellaire n’affecte pas 
l’expression des gènes flagellaires chez B. melitensis.  
Bien que nous n’ayons pu étudier l’export des protéines flagellaires, il semble 
impossible que les protéines flagellaires puissent être exportées sans FliF. Cependant, même 
dans un mutant fliF, l’expression de flagelline ou de FlgE disparait après le début de phase 
exponentielle, ce qui montre que l’accumulation de protéines flagellaires dans la bactérie ne 
perturbe pas la régulation normale d’expression des gènes flagellaires menant à la disparition 
du flagelle. 
Ces dernières années, l’étude du système flagellaire a montré que le scénario initial de 
régulation en classe hiérarchique était beaucoup plus complexe que présenté initialement (voir 
la partie Introduction point 4).  
La bactérie S. meliloti est phylogénétiquement proche de Brucella. Pourtant, il s’agit 
d’une bactérie symbionte de plantes qui produit plusieurs flagelles péritriches non-gainés 
composés de 4 flagellines différentes (Scharf et al., 2001). De plus, elle possède un système 
de chimiotactisme complexe (Schmitt, 2002). Or, Brucella est une bactérie pathogène animale 
produisant un flagelle polaire de type gainé constitué d’une seule flagelline et n’a aucun 
système de chimiotactisme. 
Malgré ces différences, le système de régulation flagellaire de Brucella est similaire à 
celui de S. meliloti, tant sur le plan de l’organisation génomique que sur la spécificité des 
régulateurs flagellaires impliqués (Platzer et al., 1997) (Fretin et al., 2005) (Rotter et al., 
2006) (Leonard et al., 2007).  
Un schéma d’une cascade de régulation flagellaire hiérarchique a été établi chez S. 
meliloti (Figure 72A) (Sourjik et al., 2000) (Rotter et al., 2006). Dans ce schéma, les 
régulateurs de type LuxR, VisN et VisR sont les régulateurs au sommet de la hiérarchie et 
contrôlent la transcription de rem (Figure 72B et C). Le gène rem est dépendant de deux 
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promoteurs (P1 et P2), tout deux reconnus par VisNR. Rem s’autorégule par liaison au 
promoteur P1 (Figure 72A). 
Les gènes de structure flagellaires sont sous la dépendance de Rem et VisNR et font 
partie des gènes de classe II. Les gènes de la flagelline FlaA et du système du chimiotactisme 
CheY1 sont groupés dans la classe III. En effet, la production de la flagelline FlaA et de la 
protéine du chimiotactisme CheY1 est diminuée dans un mutant fliM et orf38 (codant une 
protéine potentielle du cops basal). 
Cependant, la mutation des gènes du moteur motA, motB et motC ne perturbe pas la 
production de FliM et de flagellines. Pour cette raison, ils sont groupés dans une classe IIB.  
Notons que le gène motD présent chez les Rhizobiales a été recement rebaptisé fliK 
(Eggenhofer et al., 2006). La protéine FliK est un régulateur de la longueur du coude (voir 
point 2.2.1 de l’Introduction) (Waters et al., 2007).  Le gène motD (fliK) décrite chez S. 
meliloti est spécifique des Rhizobiales et se retrouve également chez Brucella (Platzer et al., 





Figure 72 : Schéma de régulation en cascade hiérarchique du régulon flagellaire de S. 
meliloti (Rotter et al., 2006). (A) Les gènes visN, visR et rem sont les gènes de classe I. 
Puisque VisNR contrôlent rem, ils ont été classé en IA et rem en IB. Les flèches horizontales 
représentent les opérons et les ellipses représentent les protéines produites. Un contrôle 
transcriptionnel positif est représenté par une flèche verticale noire et la traduction d’un gène 
par une flèche blanche. P1 et P2 désignent les deux promoteurs de rem et la ligne en 
pointillée l’auto-régulation par Rem. (B) Production des protéines FliM (α-FliM), MotC (α-
MotC), MotE (α-MotE), CheY1 (α-CheY1) et de la flagelline (α-Fla) dans la souche sauvage 
(wt) et le mutant rem (Δrem) (Rotter et al., 2006). (C) Idem, (sauf la protéine MotE) pour les 
mutants visR (2), visN (3), orf38 (4), fliM (5), motA (6), motBC (7), flagelline (8) et la souche 
sauvage de S. meliloti (1) (Sourjik et al., 2000). 
Dans le schéma de hiérarchie flagellaire de S. meliloti, les auteurs suggèrent l’hypothèse 
d’un mécanisme inconnu de contrôle entre la classe II et III (Sourjik et al., 2000) (Rotter et 
al., 2006). 
En comparaison avec S. meliloti, nous pouvons définir ftcR comme le gène de classe I 
chez Brucella, tous les gènes de structure jusqu’au coude en classe II. Bien que Brucella 
produise encore de la flagelline dans un mutant fliF et flgE, nous avons mis à jour la présence 
de régulateurs spécifiques de la flagelline.  
Notons toutefois que dans l’expérience de Sourjik et al., même si la production de 
flagelline et CheY1 est plus faible que dans la souche sauvage, elles sont toutefois toujours 
produites dans les mutants fliM et orf38 (Figure 72C) (Sourjik et al., 2000). 
Chez B. melitensis, FlbT est nécessaire à la production de la flagelline alors que FlaF 
semble inhiber sa production. Ces régulateurs agissent comme un point de contrôle sur la  
production de flagelline. Pour ces raisons, nous classons également la flagelline parmi les 
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gènes de classe III.  La manière dont FlbT et FlaF contrôlent la production de flagelline n’est 
pas connue chez Brucella. Cependant, par homologie avec C. crescentus, nous pouvons 
imaginer une fixation de FlbT et FlaF sur l’ARNm de la flagelline (Anderson and Gober, 
2000) (Llewellyn et al., 2005). FlbT stabiliserait l’ARNm de la flagelline pour permettre la 
traduction, alors que FlaF le déstabiliserait et provoquerait une destruction rapide due à 
l’instabilité de l’ARNm.  
Malgré la présence de FlbT et FlaF, il n’est pas impossible que la régulation des gènes 
flagellaires de Brucella sorte de la régulation de type hiérarchique. 
La régulation non-hiérarchique des gènes flagellaires est démontrée chez L. 
monocytogenes (Shen and Higgins, 2006). L. monocytogenes éteint l’expression de ces gènes 
flagellaires lorsque qu’elle infecte un hôte. Le signal d’extinction des gènes est une 
température de 37°C.  
Contrairement aux autres bactéries qui utilisent un activateur transcriptionnel pour 
activer l’expression des gènes flagellaires, L. monocytogenes exprime ses gènes flagellaires 
constitutivement. A une température de 37°C, le régulateur MogR agit comme un répresseur 
sur tous les gènes flagellaires. Ce type de régulation compense l’absence du point de contrôle 
de type FliA/FlgM des entérobactéries (Shen and Higgins, 2006). 
Le spirochète Borrelia burgdorferi ne possède pas non plus de cascade de régulation et 
a un système de régulation différent des autres bactéries (Li et al., 2000). La plupart des gènes 
flagellaires de B. burgdorferi sont régulés par le facteur sigma 70 (Sal et al., 2008).  
Bien que généralement la flagelline soit reconnue par un facteur sigma 54 (RpoN) ou 28 
(FliA) chez toutes les bactéries, le promoteur de la flagelline de B. burgdorferi possède un site 
de reconnaissance au facteur sigma 70 et est activement exprimé chez E.coli (Ge et al., 
1997b) (Ge et al., 1997a) (Ge and Charon, 1997b) (Ge and Charon, 1997a). Notons que le 
promoteur de la flagelline de Brucella possède également un site de reconnaissance au facteur 
sigma 70. 
Contrairement aux entérobactéries ou à C. crescentus, l’expression des gènes 




4. L’effet de la densité de population sur la régulation du 
système flagellaire de Brucella 
Comme nous l’avons vu, l’expression des gènes flagellaires est transitoire et ne se fait 
qu’à une faible densité de population (Fretin et al., 2005). La production transitoire du flagelle 
lors de la croissance bactérienne est conservée chez d’autres espèces comme S. meliloti ou H. 
pylori (Rotter et al., 2006) (Thompson et al., 2003). 
Les bactéries ont développé un système de communication appelé Quorum Sensing 
(QS). Ce système permet à une population bactérienne d’adopter un comportement coordonné 
par la synthèse, l’émission et la détection de petites molécules diffusibles nommées aussi 
« auto-inducteurs ». Parmi ces petites molécules, on retrouve des auto-inducteurs nommés 
AHL (N-acyl-L-homosérine lactone) chez les bactéries à Gram négatifs. Plus la population 
bactérienne augmente et plus les AHLs s’accumulent dans le milieu. Lorsqu'une concentration 
critique d'AHL est atteinte, la population bactérienne produit une réponse. L'expression du 
flagelle bactérien est une des réponses possibles (Daniels et al., 2004). 
Les Brucella produisent également des auto-inducteurs de type N-dodecanoyl-HSL 
(C12-HSL) (Taminiau et al., 2002). Les C12-HSL produites par Brucella ont un effet 
répresseur sur la production du flagelle. En effet, l’ajout de C12-HSL synthétiques dans le 
milieu de culture provoque une inhibition de la production des protéines flagellaires (Delrue 
et al., 2005). 
Les régulateurs de type LuxR sont capables de se lier aux AHLs, puis d’activer des 
gènes en se fixant sur des séquences cibles. Par l’intermédiaire de ces régulateurs, les AHLs 
sont capables de produire un changement d’expression génique. Chez Brucella, les deux 
régulateurs de type LuxR nommés VjbR et BxlR contrôlent l’expression des gènes flagellaires 
(Delrue et al., 2001) (Delrue et al., 2005) (Rambow-Larsen et al., 2008).  
Le gène vjbR se trouve au même emplacement génomique que le gène visR de S. 
meliloti. Or, visR est un gène de classe I impliqué dans l’activation du flagelle et code un 
régulateur de type LuxR (voir point 3.5) (Sourjik et al., 2000) . Comme pour Brucella, l’ajout 
d’AHL dans une culture de S. meliloti réprime l’expression des gènes flagellaires et a le 
même phénotype qu’un mutant visR (Hoang et al., 2008). 
Lors d’une infection de cellules, Brucella forme une vacuole (BCV) et suit un chemin 
intracellulaire rude la menant jusqu’au réticulum endoplasmique. C’est à ce moment que 
Brucella se réplique et croit dans la cellule.  
On peut supposer que Brucella produise des molécules signal dans ces vacuoles. A 
cause de l’environnement restreint, les molécules ont une diffusion limitée, et 
s’accumuleraient dans cette vacuole. Ce modèle d’ « Efficiency Sensing » est une variante du 
système de « Quorum Sensing » (Hense et al., 2007). Ensuite, la réplication des Brucellae 
augmenterait encore le nombre de molécules signal produites. 
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En suivant cette hypothèse, et puisque le promoteur de fliF est actif en cellule, on 
pourrait imaginer que le système flagellaire soit nécessaire au début de l’infection en cellule, 
puis soit réprimé par les molécules signal résultant de l’augmentation de la population.  
Il est également possible que dans l’environnement Brucella vive parfois en 
communauté, par exemple en formant des biofilms ou des microcolonies, et que parfois elle 
se retrouve seule. Dans ce contexte, on peut imaginer que la vie en communauté soit une 
condition avantageuse pour sa survie et sa croissance (Uzureau et al., 2007), et que la 
production du flagelle ne soit pas nécessaire. Par contre, lorsqu’elle se retrouve seule, la 
production du flagelle lui permettrait de se déplacer pour trouver une condition plus favorable 




5. Lien entre le flagelle et le système de sécrétion de type IV 
La régulation des gènes flagellaires de Brucella est couplée à la régulation des gènes du 
système de sécrétion de type IV via les régulateurs VjbR et BlxR (Delrue et al., 2005) 
(Rambow-Larsen et al., 2008).  
Récemment, certains effecteurs sécrétés par le système de sécrétion de type IV de 
Brucella ont été mis en évidence par détection du site de reconnaissance nucléotidique de 
VjbR (de Jong et al., 2008). Notons que parmi les cibles de VjbR nous retrouvons ftcR et fliC, 
ce qui correspond au schéma de hiérarchie flagellaire de S. meliloti (voir Figure 72).  
Chez d’autres bactéries, il existe également des liens entre le flagelle et les systèmes de 
sécrétion. Par exemple, chez P. aeruginosa, la production du flagelle et du système de 
sécrétion de type III non flagellaire (SST3) sont inversement contrôlés l’un par rapport à 
l’autre (Soscia et al., 2007). L’absence du flagelle provoque une surproduction du SST3 et 
inversement. Notons également que chez Salmonella, la sécrétion de flagelline dans le cytosol 
de la cellule est dépendante du SST3, mais non du système de sécrétion flagellaire (Sun et al., 
2007).  
Chez L. pneumophila, la flagelline serait sécrétée dans le cytosol de la cellule via le 
système de sécrétion de type IV (Miao et al., 2007). Puisque Brucella est également une 
bactérie intracellulaire qui utilise un système de sécrétion de type IV lors de l’infection, elle 
pourrait aussi utiliser ce mécanisme. Ces exemples montrent que les différents systèmes de 
sécrétion interagissent entre eux via une régulation commune. 
La régulation des gènes flagellaires est souvent couplée avec celle d’autres gènes de 
virulence. Chez S. meliloti, l’expression des gènes flagellaires est couplée avec les gènes 
impliqués dans la production d’EPS (Exopolysaccharides) (Yao et al., 2004). Ces EPS sont 
impliquées dans la formation de biofilms. Brucella produit également des EPS, et leur 
production et/ou leur export est contrôlé par VjbR (Uzureau et al., 2007). 
Plusieurs régulateurs transcriptionels de gènes flagellaires sont aussi liés à d’autres 
gènes impliqués dans la virulence (Ramos et al., 2004). Par exemple, le régulateur de réponse 
SirA de S. typhimurium active des gènes de virulence mais est également capable d’activer la 
transcription des gènes flagellaires (Goodier and Ahmer, 2001).  
Chez V. cholerae, en réponse aux conditions environnementales, le système de 
régulation ToxR coordonne la transcription des gènes flagellaires et des gènes spécifiques de 
virulence (Krukonis and DiRita, 2003a) (Krukonis and DiRita, 2003b). Au contraire, le 
système BvgAS de Bordetella bronchiseptica réprime la transcription des gènes flagellaires et 
active l’expression de facteurs de virulence (Akerley et al., 1992). Chez Listeria 
monocytogenes, c’est le répresseur transcriptionel MogR qui régule à la fois des gènes de 
virulence et réprime les gènes flagellaires (Grundling et al., 2004). Chez Xenorhabdus 
nematophila, la protéine flagellaire FliZ est responsable de la virulence de la bactérie. FliZ est 
en opéron avec le facteur sigma FliA, et contrôle la production d’hémolysine et de toxines 
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(Lanois et al., 2008). L’expression d’hémolysine est donc dépendante de l’expression du 
système flagellaire.  
Ces quelques exemples démontrent que le système flagellaire des bactéries est 
intimement lié à leur système impliqué dans la virulence. Il s’agit donc plus qu’un simple 
système de locomotion. Pour cette raison, il est essentiel de mieux comprendre le rôle du 




6. Le flagelle comme source de spéciation de Brucella ? 
L’analyse des gènes flagellaires de Brucella montre que certains gènes sont victimes 
d’une interruption prématurée par un codon stop ou d’un décalage dans le cadre de lecture 
(Figure 73A) (Fretin et al., 2005) (Chain et al., 2005).  
 
Figure 73 : Mutation dans les gènes flagellaires des espèces de Brucella. (A) Exemple de 
mutation du gène fliF de B. melitensis qui décompose le gène fliF en deux ORFs. Comparé 
au gène fliF de B. suis, le codon CAG est remplacé par un codon TAG (en gras) et provoque 
un arrêt prématuré de la séquence. Cependant, la présence d’une séquence de Shine-
Dalgarno en amont pourrait ré-initier la traduction (rouge). Le codon « start » de la deuxième 
ORF est souligné en bleu. (B) Comparaison des gènes flagellaires présentant des 
différences entre les souches de B. melitensis 16M, B. suis 1330, B. abortus 9-941 et B. 
abortus 2308. Les cases vertes (+) représentent un gène complet, et les cases rouges un 
changement dans le gène qui perturbe l’ORF. Ces changements peuvent être un arrêt 
prématuré de la séquence par un codon d’arrêt (STOP) ou un changement dans le cadre de 
lecture (Frameshift) (Yu et al., 2007). 
Par exemple, les gènes fliF et flhA de B. melitensis sont interrompus par un codon stop 
ambre UAG (Figure 73) (Fretin et al., 2005). Le gène fliF est donc composé des ORFs 
BMEII0151 et BMEII0152, et le gène flhA des ORFs BMEII0166 et BMEII0167. Cette 
interruption prématurée de la traduction laisse certains auteurs supposer que ces gènes se sont 
transformés en pseudogènes non fonctionnels au cours de l’évolution (Moreno et al., 2002) 
(Chain et al., 2005).  
Il est possible que la protéine FliF complète soit produite malgré la présence d’un codon 
stop au milieu du gène. Par exemple, les Archaebactéries sont capables de sauter le stop 
traductionnel généré par le codon ambre UAG, et de le remplacer par l’insertion d’une 
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pyrrolysine (Longstaff et al., 2007a). Ce système pourrait être conservé également chez les 
bactéries (Longstaff et al., 2007b).  
Nous pouvons imaginer que Brucella ait un mécanisme similaire qui lui permette de 
sauter les codons d’arrêt. Nous pouvons également imaginer que la protéine FliF soit produite 
en deux parties. En effet, la deuxième ORF BMEII0152 est précédée d’une séquence 
potentielle de Shine-Dalgarno en amont du codon start. La traduction de la deuxième partie 
pourrait donc être initiée. 
Contrairement à ce qui est proposé par certains auteurs, le système flagellaire ne semble 
pas être un vestige fossile chez Brucella. La mutation de la totalité du gène fliF, ou des ORFs 
BMEII0151 et BMEII0152 séparément, provoque une atténuation de la virulence en souris 
(Fretin et al., 2005) (Nijskens, 2007).  
Cela prouve que malgré l’interruption du gène fliF par un codon stop UAG, le gène est 
fonctionnel et la totalité du gène fliF (BMEII0151/BMEII0152) est nécessaire.  
De plus, une structure flagellaire est bien produite, et l’analyse du filament d’une 
souche sauvage de B. melitensis montre la présence d’un filament entouré d’une gaine (Fretin 
et al., 2005). Même si la production de la gaine était indépendante du reste du flagelle, la 
présence de pseudogènes empêchant la production du corps basal empêcherait la sécrétion de 
flagelline et son assemblage en filament. La présence d’un filament prouve que le système de 
sécrétion flagellaire (et donc le corps basal) est bel et bien fonctionnel.  
Bien que la bactérie endosymbiotique Buchnera soit non mobile, les gènes flagellaires 
sont toujours nécessaires à son pouvoir infectieux, et ce, malgré la mutation de plusieurs 
gènes flagellaires essentiels (Toft and Fares, 2008) (Moya et al., 2008).  
Bien qu’elle ne possède plus de flagelline, Buchnera produit toujours une structure 
flagellaire de base (Maezawa et al., 2006). Le système flagellaire a donc évolué, mais est 
toujours actif chez cette bactérie. Il est envisageable que le système flagellaire de Brucella 
soit également en cours d’évolution. Cette évolution pourrait également être specifique de 
l’espèce. 
Nous avons étudié principalement l’espèce B. melitensis. Cependant, l’analyse des 
génomes de B. melitensis, B. abortus et B. suis a révélé plusieurs différences entre leurs gènes 
flagellaires. Bien que l’organisation génomique soit la même entre les espèces, plusieurs 
gènes flagellaires présentent des modifications spécifiques (Chain et al., 2005) (Figure 73).  
Ces modifications génomiques ne sont pas spécifiques des gènes flagellaires et se 
retrouvent sur les deux chromosomes pour les 3 espèces (Figure 74). Ces différences 
génomiques pourraient être une cause de la préférence d’hôte et donc la cause de la spéciation 




Figure 74 : Comparaison des modifications génomiques entre B. abortus, B. melitensis et B. 
suis. Les deux chromosomes sont représentés linéairement avec la localisation et la taille 
approximative des principales insertions, délétions et des éléments répétés. Les inversions  
génomiques sont également présentées (en rouge, et petite flèche bleues). La partie 
hachurée est une délétion génomique spécifique de la souche 2308 de B. abortus. Pour une 
meilleure compréhension du schéma, l’inversion du chromosome II de B. abortus a été 
volontairement retournée pour pouvoir comparer cette partie au chromosome II de B. 
melitensis et B. suis (Chain et al., 2005). 
L’analyse de la production de flagelline chez B. abortus au cours de la croissance 
montre que la flagelline est produite tout au long de la croissance mais dans une quantité plus 
faible que chez B. melitensis (donnée non montrée et Figure 44).  
Bien que l’organisation des promoteurs flagellaires soit conservée chez les différentes 
espèces de Brucella, notons qu’une courte séquence de 14 nucléotides est répétée dans le 
promoteur de fliF chez B. abortus et B. suis, mais n’est présente qu’en un seul exemplaire 
chez B. melitensis. Cette séquence pourrait être liée au site de reconnaissance de FtcR. Ces 
résultats indiquent que la régulation et/ou la production d’un flagelle puissent être différente 


























Les points abordés lors de cette thèse nous permettent d’élaborer plusieurs voies de 
recherche en perspective des résultats obtenus. Nous pouvons séparer cette partie en un thème 
« fonction et structure », et un autre thème « régulation ». 
 
1. Perspectives sur la fonction et la structure du flagelle de 
Brucella 
Bien que nous ayons démontré la production d’un flagelle chez B. melitensis dans nos 
conditions de culture, des conditions de culture optimales à l’étude du système flagellaire 
restent à découvrir. En effet, nous avons étudié l’expression du flagelle lors d’une croissance 
en milieu de culture riche 2YT. Ce milieu de culture est idéal pour la croissance de Brucella 
en laboratoire. Néanmoins, la faible proportion de bactéries flagellées dans la population 
bactérienne et la courte période de production du flagelle rendent toujours l’étude du flagelle 
de Brucella périlleuse. Pour ces raisons, il serait intéressant de tester d’autres conditions de 
culture. Par exemple, modifier la composition en nutriments du milieu ou à différentes 
variations de température. Notons aussi, que la culture en milieu appauvri semble favoriser 
l’expression flagellaire de Brucella (Thèse Sandrine (Léonard, 2005). Il serait donc 
intéressant de continuer sur cette voie et tester des milieux plus pauvres ou similaires à ceux 
utilisés chez les autres Rhizobiales.   
 
Une des fonctions naturellement attribuée au flagelle est la mobilité. Malgré la présence 
d’un flagelle polaire, aucune Brucella mobile n’a pu être observée. Si nous parvenions à 
trouver une condition plus favorable à la production du flagelle, nous pourrions également 
tester différentes concentrations de viscosité d’un milieu de culture mou (aussi appellé 
« milieu de mobilité »). En effet, il est possible que la production d’un flagelle polaire gainé 
favorise la mobilité sur ce substrat.  
 
Une autre fonction récemment attribuée au flagelle est la sécrétion de protéines. Depuis 
peu, il est reconnu que la flagelline de Legionella et Salmonella est sécrétée dans la cellule 
lors d’une infection cellulaire. La flagelline sécrétée en intracellulaire est ensuite reconnue par 
le système immunitaire via les récepteurs cytosoliques Naip5 ou Ipaf.  Par exemple, il serait 
intéressant de savoir si la flagelline de Brucella est aussi sécrétée et reconnue par des 
récepteurs cytosoliques Naip5 ou Ipaf. Premièrement, pour savoir si Brucella sécrète sa 
flagelline en cellule, nous pourrions par exemple marquer la flagelline avec l’épitope FLAG 
puis visualiser la présence de la flagelline en intracellulaire lors d’une infection cellulaire.  
Puisque la flagelline peut potentiellement être sécrétée par le système de sécrétion 
flagellaire ou par le système de sécrétion de type IV, nous pourrions ensuite vérifier si la 
flagelline est sécrétée par ces deux mutants. Dans le cas où la flagelline serait sécrétée 
simultanément par les deux systèmes, un double mutant virB-fliF pourrait être construit et 
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testé de la même façon. Pour terminer, il serait intéressant d’étudier l’infection d’une souche 
sauvage de Brucella comparée à un mutant fliC dans des souris KO pour les récepteurs Naip5 
et Ipaf.  
Actuellement, les données d’infection obtenues avec les mutants flagellaires sont 
caractérisées en modèle murin. Nous observons une infection excacerbée du mutant fliC et 
flbT lors d’une infection murine. Dans notre expérience, nous inoculons les bactéries par voie 
intrapéritonéale et nous étalons les extraits de rates sur un milieu de culture. D’autres voies 
d’infection pourraient être testées, comme par exemple la voie nasale. De même, la technique 
d’« in vivo bioluminescent imaging » nous permettrait de visualiser et de suivre l’infection en 
modèle murin au cours du temps (Rambow-Larsen et al., 2008).  
 
Au cours de cette thèse, nous avons uniquement étudié la souche B. melitensis. Nous 
avons également montré que des différences s’observent au niveau des gènes flagellaires en 
fonction de l’espèce.  Pour commencer, les neuf espèces de Brucella pourraient être analysées 
en microscopie électronique afin de détecter et caractériser le filament. Ensuite, et en fonction 
des résultats obtenus, l’étude appronfondie du système flagellaire de certaines espèces 
pourrait être envisagée. Les souches de laboratoire peuvent être sujettes à des mutations qui 
affectent le système flagellaire. Dans cette optique, nous pourrions tester la mobilité d’une 
souche de Brucella provenant d’un hôte fraîchement infecté et ayant subi un nombre 
minimum de repiquages. 
L’étude du système flagellaire de Brucella reste difficile en partie à cause de sa 
manipulation dans un laboratoire de haute sécurité (de niveau 3). La bactérie Ochrobactrum 
anthropi est une bactérie à Gram négatif très proche de B. melitensis (Velasco et al., 1998). 
La disponibilité du séquençage de son génome montre, de manière surprenante, une très 
grande homologie avec le système flagellaire de Brucella. Toutes les ORFs sont conservées, 
ne présentent pas de mutation, et les 3 loci présents chez Brucella sont regroupés en un seul 
locus chez O. anthropi. De même, les homologues des gènes de tous les régulateurs 
flagellaires de Brucella tels FlbT, FlaF, FtcR et VjbR sont présents. Contrairement à Brucella, 
Ochrobactrum est considérée comme non pathogène pour les animaux et l’Homme (Delpino 
et al., 2004). Actuellement, le système flagellaire d’Ochrobactrum n’est pas étudié, mais de 
par sa faible pathogénicité et sa grande ressemblance avec le système flagellaire de Brucella, 
Ochrobactrum constitue un modèle potentiel pour l’étude du flagelle de Brucella.  
Notons que certains gènes flagellaires de B. melitensis, comme fliF, sont interrompus 
par un codon STOP. D’autres gènes dans le génome de B. melitensis, comme celui encodant 
une acylase potentielle, sont également interrompus (Thèse en cours de Julien Lemaire). 
Néanmoins, les données expérimentales tendent à montrer que ces gènes sont fonctionnels. 
Afin d’éclaircir ce mystère, nous pourrions remplacer ces gènes par un gène chimérique 
présentant un « tag » en partie C-terminale et N-terminale. De cette façon, nous pourrions 
savoir si le STOP est fonctionnel en vérifiant la taille de la protéine obtenue. 
Concernant la structure du filament, la présence d’une gaine autour du flagelle reste 
surprenante et mystérieuse. La recherche des gènes impliqués dans la constitution de la gaine 
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reste un objectif intéressant. Parmi ces gènes, nous ciblerions les ORFs BMEII0148-0149 
encodant des adhésines potentielles situées en amont du gène de la flagelline. D’autres ORFs 
pourraient également être impliquées (Figure 61). Pour vérifier cette hypothèse, il est 
envisageable de muter les ORFs et d’observer la structure du filament en microscopie 
électronique. Dans le cas d’une absence de gaine entourant le filament des mutants, une 
infection de souris et de cellules avec ces mutants permettrait de déterminer si la gaine joue 
un rôle dans la virulence de Brucella. 
 
2. Perspectives sur la régulation du flagelle de Brucella 
 
D’un point de vue régulation flagellaire, plusieurs pistes sont proposées. Tout d’abord, 
lors de ce travail, nous avons esquissé un schéma de hiérarchie flagellaire en 3 classes chez 
Brucella. Seuls quelques gènes flagellaires font partie de ce schéma. Pour compléter ce 
schéma, nous pourrions utiliser des techniques permettant une étude plus large des gènes 
flagellaires. Par exemple, l’utilisation de microarrays comme chez P. aeruginosa ou C. 
crescentus (Laub et al., 2000) (Dasgupta et al., 2003).  
 
En étudiant un mutant ftcR, nous pourrions déterminer quels sont les gènes controlés par 
FtcR et peut-être déterminer les autres systèmes liés au système flagellaire. Pour étudier la 
hiérarchie d’expression des gènes flagellaires, nous pourrions également fusionner les 
promoteurs des gènes flagellaires à un gène rapporteur comme gfp, puis suivre l’activité de 
ces promoteurs au cours du temps comme cela a été réalisé pour E. coli (Kalir et al., 2001). 
 
Dans notre hiérarchie en 3 classes, nous avons montré que les gènes flaF et flbT sont 
impliqués dans la régulation de la flagelline chez B. melitensis et forment donc le point de 
contrôle des gènes de classe III. En perspective de ces résultats préliminaires, il serait 
intéressant de déterminer le mode d’action de FlbT et de FlaF sur la régulation de l’ARNm de 
la flagelline. Dans cette optique, nous pourrions construire un mutant flaF, puis quantifier la 
l’ARNm de la flagelline par RT-PCR et analyser la production de flagelline par Western Blot. 
Nous pourrions également purifier les protéines FlaF et FlbT afin de produire des anticorps. 
Les anticorps produits nous permettraient de détecter FlaF et FlbT tout au long de la 
croissance de Brucella, et de vérifier la corrélation entre ces deux régulateurs.  Ensuite, la 
liaison de FlbT et FlaF à l’ARNm de la flagelline pourrait être testée par la technique de 
retard sur gel. 
Les résultats de nos expériences démontrent un rôle du facteur sigma RpoE1 sur 
l’inhibition de l’ensemble des gènes flagellaires de B. melitensis. Il est fort probable que 
RpoE1 active l’expression d’un répresseur des gènes flagellaires. Par analyse 
bioinformatique, nous avons présenté 4 ORFs cibles potentielles de RpoE1.  
 
Dans l’avenir, nous pourrions tester l’activité transcriptionelle des promoteurs de ces 4 
ORFs (BMEI0372, BMEII0475, BMEII0518 et BMEII0804) dans un mutant rpoE1 afin de 
savoir si l’une des ORFs est activée par RpoE1. Pour rappel, l’ORF BMEII0372 est 
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homologue au gène phyR de Methylobacterium extorquens AM1. Pour ce faire, nous 
pourrions utiliser la même technique que pour les gènes flagellaires et fusionner les 
promoteurs au gène rapporteur lacZ.  
 
Si l’activité de un ou plusieurs promoteurs est affectée par la mutation de rpoE1,  il 
serait intéressant de muter le(s) gène(s) affecté(s) pour comparer ensuite l’expression des 
gènes flagellaires dans ce(s) mutant(s) par rapport à une souche sauvage.  
 
Si l’un de ces régulateurs est bien le répresseur des gènes flagellaires, sa mutation 
provoquera sans doute une surexpression des gènes flagellaires comme dans le mutant rpoE1. 
Afin de découvrir la cible flagellaire de ce répresseur, nous pourrions aussi mesurer l’activité 
du promoteur de ftcR et vjbR dans les mutants obtenus. Pour ce faire, nous disposons déjà du 
promoteur de ftcR et vjbR fusionné au gène lacZ (Leonard et al., 2007). 
 
L’analyse du locus de rpoE1 montre une homologie avec le système de régulation 
PhyR-NepR présent chez les α-protéobactéries (Francez-Charlot et al., 2009). Bien que qu’il 
ne soit pas annoté dans le génome de Brucella, la séquence du gène nepR est présente en 
amont de rpoE1. Une amplification par RT-PCR (reverse transcriptase) permettrait de 
déterminer si nepR est bien transcrit. Ensuite, il serait intéressant de muter nepR pour vérifier 
s’il a également un rôle répresseur sur RpoE1 comme cela est décrit chez S. meliloti  (Sauviac 
et al., 2007). Dans ce cas, une mutation de nepR produirait une suractivation de RpoE1 et une 
inhibition probablement totale des gènes flagellaires. Dans cette optique, une surexpression de 
nepR devrait avoir un effet inverse, et lever la répression flagellaire.  
 
L’étude du flagelle de Brucella en est à ses débuts. Néanmoins, nos découvertes 
préliminaires et nos premiers résultats ouvrent la porte à de nombreuses questions, et sans 


















Pour terminer, nous concluerons sur les buts atteints lors de ce travail. Cette thèse a 
permis de mettre en lumière une partie du fonctionnement du système flagellaire de Brucella. 
Nous avons montré que Brucella est bien une bactérie flagellée. Pour la première fois, 
nous avons pu visualiser et analyser la structure du filament en microscopie. Contrairement à 
ce que supposaient certains auteurs, les gènes flagellaires de Brucella ne sont pas cryptiques 
et produisent bien une structure. 
Ensuite, nous avons montré que la flagelline a un rôle particulier lors de l’infection et 
que celle-ci est au moins controlée par les régulateurs FlbT et FlaF.  
Nous avons également détaillé le rôle du facteur sigma RpoE1 dans l’inhibition de 
l’expression du système flagellaire. 
Toutes les données récoltées in silico, expérimentalement et dans la littérature 
spécialisée nous permettent de proposer un schéma de régulation flagellaire hypothétique 
(Figure 75). En comparaison avec le système flagellaire de S. meliloti, nous proposons une 
cascade de régulation hiérarchique flagellaire en 3 classes chez Brucella.  
La production du flagelle est dirigée par le gène de classe I ftcR. FtcR est considéré 
comme le régulateur maître des gènes flagellaires et est répandu chez les Rhizobiales (Rotter 
et al., 2006) (Leonard et al., 2007). Il est démontré expérimentalement que FtcR se lie au 
promoteur de fliF et contrôle la production de FlgE et FliC (Leonard et al., 2007).  
VjbR et BlxR sont deux régulateurs de type LuxR qui ont également un rôle 
d’activateur des gènes flagellaires. Ces deux régulateurs activent leur propre transcription 
mais s’activent également réciproquement (Rambow-Larsen et al., 2008). L’activité de ftcR 
est dépendante de vjbR, pour cette raison vjbR est situé en amont de ftcR dans cette cascade de 
régulation (Leonard et al., 2007). Les trois régulateurs FtcR, VjbR et BlxR sont donc 
regroupés dans la classe I.  
Notons  que l’ajout de C12-HSL dans le milieu mime l’effet d’un mutant vjbR sur les 
gènes flagellaires. De plus, une mutation dans le domaine de liaison aux HSLs de VjbR le 
rend insensible  aux  C12-HSL  synthétiques (Uzureau et al., 2007). Il est probable que les C12-
HSL inhibent l’activité de VjbR sur les gènes flagellaires (Delrue et al., 2005).  
VjbR et BlxR sont à un carrefour entre la régulation du flagelle et du système de 
sécrétion de type IV (VirB) (Delrue et al., 2005) (Rambow-Larsen et al., 2008). Ils pourraient 
donc agir comme un aiguillage entre les deux systèmes. 
FtcR est le centre d’activation des gènes flagellaires et est probablement la cible de 
plusieurs régulateurs pour pouvoir adapter la production du flagelle à l’environnement que la 





Figure 75 : Schéma de la cascade hiérarchique de régulation du flagelle de Brucella. Les 
gènes ayant un effet expérimentalement démontré dans la cascade de régulation sont 
marqués en rouge (classe I), en bleu (classe II) ou en vert (classe III). Les autres gènes ont 
une fonction hypothétique. Le passage de la classe I à la classe II est présenté par une 
flèche pleine bleue, et le passage de la classe II à la classe III par une flèche pleine verte. 
Une activation est présentée par une flèche pleine. Une action ou une activation 
hypothétique est présentée par une flèche en pointillée. Une barre représente une 
répression. Une auto-régulation est présentée par une flèche circulaire. 
Nous avons montré que les gènes flagellaires sont inhibés par le facteur sigma RpoE1. 
La mutation de rpoE1 induit une surexpression des gènes flagellaires fliF, flgE, fliC, flbT et 
flaF (voir la partie Résultats et l’article de Delory) (Delory et al., 2006).  
Nous envisageons que le facteur sigma RpoE1 contrôle l’expression d’un gène codant 
un inhibiteur des gènes flagellaires.  Cet inhibiteur contrôle probablement directement ou 
indirectement ftcR pour contrôler les gènes flagellaires. Nous supposons également une auto-
régulation de rpoE1 chez Brucella tel que cela est décrit chez les autres bactéries (Rhodius et 
al., 2006). 
L’analyse in silico des promoteurs flagellaires nous laisse envisager un contrôle de 
l’expression des gènes flagellaires par les régulateurs IHF, MucR et CtrA.  Comme C. 
crescentus, Brucella est une bactérie à division asymétrique qui pourrait être controlée par 
CtrA (Hallez et al., 2004). Dans ce contexte, CtrA contrôlerait les gènes flagellaires en 
fonction du cycle cellulaire. Par comparaison avec S. meliloti, MucR inhiberait la 
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transcription de ftcR. La récente découverte de formation de biofilm par Brucella (Uzureau et 
al., 2007) ouvre la porte vers une régulation commune entre flagelle et biofilm. 
Le régulateur IHF favorise l’expression de l’opéron VirB. Il se fixe au promoteur de 
virB et provoque un changement dans la courbe de l’ADN qui participe probablement à la 
régulation de la transcription de virB (Sieira et al., 2004). Puisque le schéma de régulation de 
VirB est commun avec celui du flagelle, et puisque le promoteur de ftcR possède une 
séquence consensus de liaison à IHF, nous envisageons qu’IHF soit un acteur potentiel de la 
régulation du flagelle de Brucella.  
Dans notre schéma de régulation, FtcR active l’expression des gènes flagellaires de 
classe II. Par démonstration expérimentale, fliF et flgE font partie de ceux la, mais par 
déduction, nous pouvons probablement ajouter tous les autres gènes flagellaires. Notons que 
la taille du coude est probablement controlée par FliK (anciennement annoté MotD) comme 
chez S. meliloti (Eggenhofer et al., 2006). 
Le fait que la production de flagelline soit rétablie dans un mutant ftcR complémenté 
avec flbT, prouve que FlbT agit comme un point de contrôle sur la flagelline. A partir de ce 
constat, nous classons le gène fliC dans les gènes de classe III. 
 Il est possible que le gène fliC soit transcrit constitutivement via le facteur sigma 70 
mais que la régulation se fasse au niveau post-transcriptionnel. En supposant que le flagelle ne 
soit pas nécessaire, l’absence de FlbT ne permettrait pas la stabilisation de l’ARNm de la 
flagelline, et la traduction ne serait pas possible. Par contre, lorsque la production du flagelle 
est activée par FtcR, FlbT est produit et stabiliserait l’ARNm de la flagelline pour permettre la 
production de flagelline.  
Le rôle de FlaF dans la répression de la production de flagelline est plus mystérieux, 
mais on peut imaginer qu’un système de « feed back » négatif permette de contrôler encore 
plus finement la production de flagelline. Par exemple par compétition pour le site de fixation 
à l’ARNm de la flagelline. 
De plus, nous avons montré que la quantité de l’ARNm de flaF est moindre dans un 
mutant flbT. Puisque flaF et flbT sont en opéron, et en imaginant une régulation post-
transcriptionnelle de FlbT sur son propre transcrit, nous pouvons supposer une autorégulation 
de flbT. A l’heure actuelle, nous ne savons pas comment FlaF et FlbT contrôle la production 
de flagelline. Des études supplémentaires sont nécessaires pour décrypter ce système de 
régulation. 
  En ce qui concerne la flagelline, nous avons montré que l’absence de flagelline 
exacerbe l’infection en souris. Il est donc probable que la flagelline agisse sur le système 
immunitaire indépendamment de la structure flagellaire. Récemment, des effecteurs du 
système de sécrétion de type IV ont été découverts chez Brucella (de Jong et al., 2008). La 
présence d’un site de liaison de VjbR au promoteur de la flagelline suggère que celle-ci puisse 




Pour terminer, la disparition du flagelle pourrait résulter d’une dégradation de la 
structure par une protéase.  Par similitude avec C. crescentus, la protéase ClpAP et le 
régulateur PleD éjecteraient le flagelle par la dégradation de FliF.  
En conclusion, ce travail nous a permis de décrire un nouveau schéma de régulation 
flagellaire chez Brucella. Ce schéma mériterait d’être exploré plus en profondeur dans 
l’avenir. Le décryptage du système flagellaire permettrait sans doute de mieux comprendre les 
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VIII MATERIEL & METHODES 
 
1. Souches de bactéries et milieu de culture 
 
Toutes les souches de Brucella utilisées lors de ce travail sont derivées de B. melitensis 
16M Nal
R
 (mutant résistant spontanément à l’acide nalidixique). Toutes les souches de 
Brucella ont été cultivées dans un milieu riche 2YT  (1% yeast extract, 1.6% peptone, 0.5% 
NaCl). La souche de Caulobacter crescentus CB15N a été cultivée dans un milieu composé 
de peptone et d’extrait de levure (milieu complexe PYE). La souche de Sinorhizobium 
meliloti a été cultivée dans un milieu Luria-Bertani (LB) avec un supplément de 2,5mM de 
MgSO4 et 2.5mM de CaCl2. Les souches d’Escherichia coli DH10B (Invitrogen Life-
technologies), DB3.1 (Invitrogen Life-Technologies) et S17-1 (Simon 1983) ont été cultivées 
dans du milieu LB.  
 
Les antibiotiques ont été utilisés suivant les concentrations suivantes : acide nalidixique, 
25 mg/ml; kanamycine, 20 mg/ml; chloramphénicol, 20 mg/ml; ampicilline, 100 mg/ml. Les 
plasmides ont été transférés chez B. melitensis par conjugaison bactérienne à partir de la 
souche S17-1 d’E. coli. 
 
2. Techniques de manipulation de l’ADN 
 
Pour obtenir des informations concernant les manipulations générales relatives à l’ADN 
(digestion enzymatique, réaction de ligation, électroporation bactérienne, ...), les lecteurs sont 
invités à consulter l’ouvrage de référence suivant : Ausubel, 1991. 
 Les bactéries provenant d’une culture liquide ou d’un milieu solide sont 
homogénéisées dans 567 l de TENa (50 mM Tris-HCl, pH8, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl). 
Trente l de SDS 10% et 3 l de protéinase K (20 mg/ml 1 mM Tris-HCl pH7,5; 1 mM 
CaCl2) sont ajoutés à la solution, qui sera ensuite placée dans une étuve à 37°C pendant 1h. 
600 l de phénol chloroforme sont ajoutés au mélange, puis centrifugés pendant 20 minutes à 
4°C à 13500 rpm. La phase aqueuse est récupérée et additionnée de 80 l de NaClO4 5M et de 
600 l de chloroforme. Le tout est centrifugé pendant 10 minutes à 4°C à 13500 rpm. La 
phase aqueuse est à nouveau récupérée et l’ADN est précipité à l’éthanol (EtOH 100%) 
(Volume d’EtOH ajouté = 1,5 x le volume de la phase aqueuse). Le culot d’ADN génomique 
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3. Construction des mutants par remplacement allélique avec la 
cassette aphA4 (Dozot et al., 2006) 
 
Afin de limiter le risque d’obtenir un effet polaire sur les gènes en aval du gène cible à 
muter, nous avons utilisé une cassette aphA4 créée a partir de la cassette aphA3 (Dozot et al., 
2006) (Menard et al., 1993). 
Cette cassette aphA4 contient le gène aph (Aminoglycoside Phosphotransferase) qui 
confère une résistance à la kanamycine, bordée par deux séquences particulières (Figure A1).  
 
La séquence 1 de l’ARNm contient un site de clonage PstI, trois codons d’arrêt dans les 
trois phases, et une séquence consensus de liaison du RBS (ribosome binding site). La 
séquence 2 contient une autre séquence de liaison RBS suivie par un codon de démarrage, et 
un site de clonage PstI.  
  





Figure A1 : Caractéristiques de la cassette aphA4; aph représente la séquence codante 
pour l’aminoglycoside phosphotransférase qui confère une résistance à la kanamycine. 
Les sites de restriction  PstI sont indiqués. (*) Représente les codons d’arrêt de la 
traduction, (+) représente le codon de démarrage, et RBS le consensus de liaison au 
ribosome sur l’ARNm. 
La cassette aphA4 a été clonée dans le plasmide pUC4aphA4. De cette façon, la cassette 
aphA4 est bordée par les sites de restriction des enzymes PstI, SalI, BamHI et EcoRI (Figure 
A2). 
 
Figure A2 : Représentation schématique du plasmide pUC4aphA4. Les sites de 
restriction (PstI, SalI, BamHI et EcoRV) permettent l’excision de la cassette aphA4 du 
plasmide pUC4aphA4. bla, gène de résistance à l’ampicilline. 
La mutation du gène cible X par utilisation de la cassette aphA4 a été effectuée comme 
suit (voir Figure A3): les régions en amont et en aval du gène X ont été amplifiées par PCR à 
partir d’ADN génomique de B. melitensis 16M. Une seconde PCR a été effectuée pour 
associer les deux produits de la PCR précédente. Le nouveau produit PCR (comprenant la 
partie amont et aval du gène X) a été inséré dans le site EcoRV du plasmide pSKoriTcat pour 
former le plasmide pSKoriTcat-∆X. 
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Ensuite, la cassette aphA4 a été excisée du pUC4aphA4 par restriction avec l’enzyme 
BamHI puis clonée dans le plasmide pSKoriTcat-∆X par insertion dans le site BglII. De cette 
façon, le plasmide de délétion pSKoriTcat∆X ::aphA4 a été créé (Figure A4).  
Pour terminer, ce plasmide a été transféré chez B. melitensis par conjugaison et les 
événements de double recombinaison ont été selectionnés pour leur résistance à la 
kanamycine (résistance aquise par le gène aphA4) et leur sensibilité au chloramphénicol. Le 
phénotype de résistance à la kanamycine et de sensibilité au chloramphénicol est attendu pour 
les clones ayant subi la double recombinaison. Le génotype des mutants a ensuite été vérifié 
par une PCR diagnostique. 
Les amorces utilisées pour les deux PCR lors de la création du plasmide de délétion ont 
été dessinées afin d’avoir (1) le codon de démarrage de la traduction du gène X en phase avec 
un des trois codons d’arrêt présents dans la cassette aphA4, (2) le codon de démarrage de la 
traduction à la fin de la cassette aphA4 en phase avec le codon d’arrêt de la traduction du gène 
X. En résumé, lorsque le gène X est délété, un nouvel opéron dépendant du même promoteur  
et du même terminateur est créé (Figure A3). De cette façon, aucun promoteur ou terminateur 
n’est inroduit dans l’opéron, et nous pouvons nous attendre à ce que la transcription et la 
traduction de l’opéron ne soient pas perturbées. 
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Figure A3 : Mutation du gène X par utilisation de la cassette aphA4. I) Amplification et 
association par PCR des régions en amont et en aval du gène X. II) Clonage du produit de la 
PCR (amont/aval) dans le plasmide pSKoriTcat générant le plasmide pSKoriTcat-∆X. III) 
Clonage de la cassette aphA4 dans le site de restriction BglII du plasmide pSKoriTcat-∆X 
générant le plasmide de délétion pSKoriTcat-∆X ::aphA4. L’étape IV présente la sélection des 
événements de double recombinaison après le transfert du plasmide de délétion pSKoriTcat-
∆X ::aphA4 chez B. melitensis. bla et cat sont les gènes qui confèrent une résistance à 
l’ampicilline et au chloramphénicol.  
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4. Construction des plasmides  
 
4.1 Construction des plasmides rapporteurs pBBCmpflgE-lacZ et 
pBBCmpfliC-lacZ 
 
Pour suivre l’activité du promoteur de flgE et fliC, nous avons construit les plasmides 
pBBCmpfliC-lacZ et pBBCmpflgE-lacZ en fusionnant le promoteur de ces gènes en amont du 
gène lacZ.  
 
Nous avons utilisé le plasmide pBBR1MCS dont la région codante du gène lacZ est 
délétée des 27 premiers nucléotides. Ce plasmide a déjà servi pour la construction du 
plasmide pBBCmpfliF-lacZ et pBBCmpftcR-lacZ (Fretin et al., 2005) (Leonard et al., 2007).   
 
Une région de 686 nucléotides contenant le promoteur de fliC a été amplifiée de l’ADN 
génomique de B. melitensis 16M NalR avec les amorces pfliC amont (5'-
ATATCTAGACAACCCCGCCTCTGTCA-3') et pfliC aval (5'-
ATTGGATCCGCAAGCGTCTGGAGAGC-3') contenant respectivement des sites de 
restriction XbaI (en vert) et BamHI (en bleu).  
 
De la même façon, une région de 589 nucléotides contenant le promoteur de flgE a été 
amplifiée avec les amorces pflgE amont (5'-ATATCTAGAGGGTTCGATCCTATCGATT-3') 
et pflgE aval (5'-ATTGGATCCCGTTTCCGCGCGCTTGTAA-3'). Le produit de la réaction 
PCR à d’abord été cloné dans un vecteur pGEM-T Easy (PROMEGA), puis inséré en phase 
en amont du gène rapporteur lacZ dans un plasmide pBBR1MCS résistant au 
chloramphénicol. 
 
4.2 Construction des plasmides d’expression des gènes flaF, flbT et fliC 
 
Les plasmides d’expression de flaF, flbT et fliC de B. melitensis ont été construits à 
partir des plasmides pRH001 (dérivé du plasmide pMR10) et pRH002 (dérivé du plasmide 
pBBR1 MCS-1). Ces deux plasmides ont été aménagés pour permettre l’utilisation de la 
technique Gateway™ (Invitrogen) (Hallez et al., 2007a). Les vecteurs de destination pRH001 
et pRH002 sont résistants au chloramphénicol et possède une cassette toxique ccdB. La 
cassette ccdB est bordée par les sites de recombinaison attR1 et attR2. La procédure de 
clonage par recombinaison LR a été effectuée selon la procédure décrite par Invitrogen Life-
Technologies. 
 
Les gènes fliC, flbT et flaF transférés dans les vecteurs de destination pRH001 et 
pRH002 proviennent de l’ORFeome Gateway™ (Invitrogen) de B. melitensis (Dricot et al., 
2004) . Ces ORFs présentes sur les plasmides pDONR201 (Invitrogen) ont été transférées lors 
d’une réaction LR (réaction de recombinaison utilisant un mix contenant l’enzyme clonase 
LR) vers les vecteurs de destination pRH001 ou pRH002.  
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Pour la complémentation hétérologue, le gène complet flbT de S. meliloti (SMc03051) 
et C. crescentus (CC_1458) ont été clonés à partir d’une amplification PCR sur l’ADN 
génomique isolé de la souche Rm1021 de S. meliloti et CB15N de C. crescentus. 
L’amplification de flbT avec des amorces contenant les sites de recombinaison attL1 et attL2 
a permis de cloner ce gène dans les vecteurs de destination pRH001 et pRH002 en utilisant la 
technique de recombinaison Gateway™ (Invitrogen). 
 
4.3 Construction des plasmides pour la création des mutants fliF, flgE, fliC 
et flbT 
 
Les mutants fliF, flgE, fliC et flbT de B. melitensis 16M ont été obtenus par 
remplacement du gène cible par une cassette aphA4 (voir section précédente). Les régions des 
gènes cibles bordant la cassette aphA4 ont été amplifiées à partir des amorces suivantes 
(Tableau ci-dessous). 
 
Les plasmides de délétion obtenus (pSKoriTcat-∆fliF::aphA4, pSKoriTcat-
∆flgE::aphA4, pSKoriTcat-∆fliC::aphA4 et pSKoriTcat-∆flbT::aphA4) ont été transférés dans 
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Amorces Séquence 
FP fliF amont 5'-GCCTCGGACGATACTGCT-3' 
RP fliF amont 5'-AATTCCCCCGGGGAGATCTCCGCTGGAAATTCTGCTGCA-3' 
FT fliF aval 5'-GGAGATCTCCCCGGGGGAATTGCGAAGGCATCGGCCATG-3' 
RT fliF aval 5'-GCGATGCGACGGGCAAAT-3' 
FP flgE amont 5'-GCCATATCAGCAAATGCGCA-3' 
RP flgE amont 5'-AATTCCCCCGGGGAGATCTCCCCTGAGCATTCATTCCCGAAA-3' 
FT flgE aval 5'-GGAGATCTCCCCGGGGGAATTGTGCTGGTTAATCTGAAGAGA-3' 
RT flgE aval 5'-GTCGCGCAGATCGCCGAT-3' 
FP fliC amont 5'-GCAACTGCGTTTCAACATCAT-3' 
RP fliC amont 5'-AATTCCCCCGGGGAGATCTCCGAGCCGACGAGTTTGTAAGAA-3' 
FT fliC3 5'-GGAGATCTCCCCGGGGGAATTCGCGGCTAATAAACCGGA-3' 
RT fliC aval 5'-CGCAAGGCCCATGCGGTT-3' 
FP FlbT 5'-CCTCCTCAACTATCTGAGGTA-3' 
RP FlbT 5'-AATTCCCCCGGGGAGATCTCCCGGATTGCCGTTTTGCTGT-3' 
FT flbT2 5'-GGAGATCTCCCCGGGGGAATTGGGGCAAATCCATGACGACGA-3' 
RT FlbT 5'-CGGTCAGCACGGTCCAGAT-3' 
 
 
Tableau A1: Liste des amorces utilisées pour la construction des mutants fliF, flgE, fliC et 
flbT. Les parties vertes et bleues représentent les séquences complémentaires créées entre la 
région amont et la région aval du gène muté.  La séquence soulignée est le site de restriction 
de l’enzyme BglII. 
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5. Migration de protéines en gel SDS-PAGE et détection par 
Western Blot 
Du milieu riche (2YT) a été inoculé avec les souches d’intérêt puis placé dans une étuve 
à 37°C sous agitation pendant une nuit. Les cultures bactériennes ont ensuite été diluées dans 
5 ml de 2YT pour obtenir une DO600 finale de 0.05. Après une incubation à 37°C, les 
bactéries ont été inactivées à la chaleur lors d’une incubation d’une heure dans un bain à 
80°C, puis conservées au frigo pendant au maximum une nuit. Les cultures ont ensuite été 
centrifugées et le culot resuspendu dans du PBS 1X dans un volume tel que la DO600 finale 
soit égale à 6, puis conservées à -20°C.  
20 µl d’échantillon contenant 1 µl de bleu de chargement (SDS 2%, Tris 62,5 mM, 2-
mercaptoethanol 5%, glycerol 10%, bleu de bromophenol 0,01%, pH6.8) est analysé par puit.  
Les protéines ont été recueillies après une migration dans un gel de polyacrylamide 12% et 
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham).  
La détection de protéines a été réalisée avec un anticorps polyclonal anti-FliC (dilué 
1/3000) et anti-FlgE (dilué 1/5000). La détection des anticorps a été réalisée en utilisant un 
anticorps secondaire de chèvre anti-lapin conjugués à la peroxidase HRP (Amersham). La 
détection des anticorps HRP a été réalisée par chémoluminescence grâce aux réactifs du kit de 
révélation ECL Western blotting RPN2209 (Amersham Pharmacia Biotech). Les résultats de 
la révélation sont observés par autoradiographie grâce à des films Fujifilm (Fuji Medical X-
Ray Film). La détection donne de bons résultats après 1 minute 30 d’exposition pour 
l’anticorps anti-FlgE et 5 minutes d’exposition pour l’anticorps anti-FliC. 
6. Visualisation du flagelle en microscopie électronique à 
transmission (TEM) et immunomarquage aux billes d’or 
 
Les bactéries ont été cultivées en milieu de culture riche 2YT à 37°C jusqu’à une DO600  
de 0.25. Les bactéries ont ensuite été centrifugées à 1000 rpm pendant 20 minutes 
(centrifugeuse Juan), puis lavées dans du PBS 1X et fixées pendant 20 minutes dans 50 µl de 
paraformaldehyde 4% à un pH de 7,3. Les bactéries ont ensuite été stockées à 4°C pendant 
une nuit minimum.   
 
Pour la coloration, une goutte d’une solution de bleu Alcian est préalablement deposée 
sur un morceau de parafilm. Une grille recouverte de Formvar-Carbone est déposée sur la 
goutte pendant 5 minutes, puis rincée successivement sur 5 gouttes d’eau stérile. Ensuite, la 
grille est déposée sur une goutte de bactéries pendant 10 minutes. La grille est ensuite rincée 
par le passage successif sur 5 gouttes d’eau stérile, puis déposée 10 secondes sur une goutte 
d’acétate d’uranyle 2%.  
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L’utilisation d’un papier absorbant au coin de la grille permet d’enlever l’excédent de 
solution. La grille est ensuite rangée dans une boîte et doit sécher pendant plusieurs heures 
avant l’observation au microscope électronique à transmission (Tecnai 10, Philips).  
 
Pour le marquage aux billes d’or, une fois que la grille a été déposée sur la goutte 
d’échantillon bactérien, elle est placée sur des gouttes des tampons suivants : lavages 
successifs sur 5 gouttes de PBS contenant 5% de glycine, 1 minute sur une goutte de PBS-
BSA (bovine serum albumine) 5%, 1 heure sur une goutte de PBS-BSA contenant des 
anticorps monoclonaux anti-LPS de Brucella (Epitope M chaine-O mAB A156b3b2, 
(Weynants et al., 1997)) dilués (1/20), lavages successifs sur 5 gouttes de PBS, 45 minutes sur 
une goutte de PBS-BSA contenant des anticorps monoclonaux de lapin anti-souris conjugués 
à des particules d’or (15 nm) dilués (1/20), lavages successifs sur 3 gouttes de PBS, lavages 
successifs sur 2 gouttes d’eau stérile. 
 
7. Visualisation du flagelle en microscopie optique par 
coloration Ryu 
Voici une brève description de la technique de coloration « Ryu » pour visualiser le 
flagelle. Pour une description plus complète, le lecteur est invité à lire l’article de Kodaka 
(Kodaka et al., 1982).  
 
7.1 Composition de la solution 1 
10 ml d’une solution aqueuse avec 5% de phénol (à base de phénol en poudre); 2g 
d’acide tannique et 10 ml d’une solution aqueuse saturée de sulfate d’aluminium et potassium 
12 hydraté. 
7.2 Composition de la solution 2 
Solution d’éthanol saturée en cristal violet (3 g dans 25 ml d’éthanol 95%). 
Pour faire la solution finale, mélanger 10 portions de solution 1 avec 1 portion de 
solution 2. Par exemple 1 ml de solution 1 avec 100 µl de solution 2. Filtrer la solution finale 
(filtre  0,2 µm).  Les solutions se conservent séparément à température ambiante à l’obscurité. 
Préparer la solution finale le jour de la coloration des bactéries. 
7.3 Mode d’emploi 
Déposer 2 µl de culture bactérienne sur une lame puis mettre un coverslip. Laisser 10 
minutes pour que les bactéries s’accrochent sur la lame. Mettre deux gouttes de coloration 
Ryu au bord du coverslip. Avec la capillarité, le colorant diffuse dans l’échantillon. Sceller les 
bords, par exemple avec une solution composée de paraffine. Regarder la lame au microscope 
à contraste de phase et à immersion avec de l’huile. 
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8. Test de mobilité 
 
La mobilité bactérienne a été testée en milieu liquide et en milieu semi-solide. 
8.1 Mobilité en milieu liquide 
Comme contrôle positif, nous avons visualisé la mobilité de C. crescentus lors d’une 
croissance en milieu liquide dans du PYE.  Lorsque que la culture de C. crescentus a atteint 
une DO600 entre 0.3 et 0.6, nous avons récolté une goutte de 2 µl de culture que nous avons 
déposé sur lame et scellé avec de la paraffine. Nous avons procédé de même avec une culture 
de B. melitensis en milieu liquide 2YT ou dans un milieu pauvre (5% de 2YT) à une DO600 
entre 0.2 et 0.3.  Bien qu’une mobilité soit clairement visible pour C. crescentus, aucune 
mobilité n’a pu être observée pour Brucella. 
8.2 Mobilité sur milieu semi-solide 
Pour tester la mobilité sur milieu semi-solide, nous avons comparé une souche sauvage 
de B. melitensis avec les mutants flagellaires construits. Nous avons déposé une goutte de 1 µl 
de culture sur des boîtes de Pétri contenant un milieu 2YT et un milieu appauvri (5% de 2YT) 
avec 0,2%, 0,6% et 0,8% d’agar. Les bactéries ont soit été déposées sur le milieu de culture, 
ou enfoncées dans le milieu à l’aide d’un cure-dent stérile trempé préalablement dans le 
milieu de culture. Cependant, aucun halo de mobilité n’a pu être observé sous les conditions 
testées. Les boîtes sont restées à l’étuve à 37°C, à 42°C et à température ambiante pendant 
maximum 5 jours avec une vérification journalière.  
9. Dosage de la β-galactosidase 
 
Les plasmides pBBCmpfliC-lacZ et pBBCmpflgE-lacZ ont été transférés par 
conjugaison dans une souche sauvage de B. melitensis 16M NalR et dans les mutants, et des 
échantillons bactériens ont été prélevés à différents temps au long de la croissance à 37°C en 
milieu de culture liquide riche 2YT contenant du chloramphénicol. Un dosage de la β-
galactosidase a été realisé en suivant la méthode décrite par Miller (Miller, 1972). 
 
La -galactosidase est une enzyme qui clive les liens -galactosidiques. Elle est capable 
d’hydrolyser le substrat chromogène synthétique ONPG (O-nitrophenyl--D-galactoside) en 
générant de l’O-nitrophénol, un composé jaune en solution aqueuse. Dès lors, la réaction peut 
être suivie en mesurant l’absorbance à 420 nm. 
 L’expérience est réalisée à partir de cellules bactériennes qui ont été perméabilisées 
avec du chloroforme et resuspendues dans un tampon contenant du -mercaptoéthanol. Après 
incubation des échantillons en présence d’ONPG pendant un laps de temps déterminé, la 
réaction est arrêtée en ajoutant du Na2CO3 et la DO420 est mesurée. L’activité de la -
galactosidase est exprimée en unités Miller : 
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Unités de la -galactosidase = 1000 x (DO420/DO600) x (1/t) x d 
Où t est le temps de la réaction en minutes et d, la dilution de la culture de départ. 
 En pratique : 
 Prélever 1 ml de chaque culture et prendre la DO600 
 Prélever 2 ml des différentes cultures (en eppendorfs de 2 ml) et les 
centrifuger pendant 5 minutes à 13000 rpm 
 Eliminer les surnageants et resuspendre les culots dans 1 ml de tampon 
Z additionné de -mercaptoéthanol 
 Déposer 200 l de chaque resuspension dans 800 l de tampon Z 
 Ajouter dans chaque tube 3 gouttes de chloroforme et 2 gouttes de SDS 
0.1% 
 Mélanger en resuspendant plusieurs fois la solution 
 Déposer 200 l d’ONPG en maintenant 10 secondes d’intervalle entre 
les tubes 
 A la 5ième minute d’incubation, déposer 500 l de Na2CO3 1M en 
conservant 10 secondes d’intervalle entre chaque tube 
 Centrifuger 5 minutes à 13000 rpm 
 Prélever 1 ml de surnageant et prendre la DO420 
 
Rem : Il est souvent nécessaire de centrifuger brièvement le mélange (1 minute dans une 
microfuge) avant de mesurer la DO420 du surnageant. 
Composition du tampon Z : 16,1 g Na2HPO4.7H2O; 5,5 g NaH2PO4.H2O; 0,75 g KCl; 0,246 g 
MgSO4.7H2O, ajuster à pH7 et porter à 1 litre. 
 
10. Préparation de l’ARN 
 
L’ARN total a été extrait de la souche sauvage de B. melitensis et des mutants comme 
suit: une quantité de 45 ml de culture a été centrifugée à 3500 rpm pendant 15 minutes. Le 
culot bactérien a été resuspendu dans 100 µl de SDS 10% et 20 µl de protéinase K (20 mg/ml) 
et incubé à 37°C sous agitation pendant 1 h.  Une quantité de 5 ml de TRIzol
®
 Reagent 
(Invitrogen) a ensuite été ajouté, puis la suspension obtenue a été vigoureusement agitée. 
 
 Après 10 minutes d’incubation, 1 ml de chloroforme a été ajouté à la suspension puis 
après mélange du mix, incubé 5 à 10 minutes à la température de la pièce. L’échantillon a 
ensuite été centrifugé à 14000 rpm pendant 15 minutes à 4°C. Ensuite, un volume équivalent 
de 70% d’éthanol a été ajouté à la phase aqueuse puis melangé par Vortex. L’échantillon a 
ensuité été transféré sur un RNA Spin Cartridge (Invitrogen) puis centrifugé à 12000 x g 
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pendant 15 secondes à la température de la pièce. Le RNA Spin Cartridge (Invitrogen) a été 
lavé avec le tampon I et II disponible avec le kit. Ensuite, l’ARN a été élué du RNA Spin 
Cartridge avec 100 µl d’eau « RNase-Free » et stocké à -80°C. Pour terminer, l’intégrité de 
l’ARN et l’absence d’ADN dans l’échantillon ont été vérifiées sur gel d’électrophorèse et la 
quantité d’ARN a été mesurée par NanoDrop. 
 
11. PCR quantitative en temps réel (RT-PCR) 
 
Les échantillons d’ARN ont été traités pour digérer l’ADN contaminant avec la DNaseI 
(Fermentas) puis une transcription inverse a été réalisée avec le kit « Transcriptor First Strand 
cDNA synthesis » (Roche). Un échantillon d’ADNc a été utilisé comme template pour les 
réactions de RT-PCR. Les amorces ont été choisies avec le programme « PrimerExpress
®
 
2.0 » pour obtenir un produit PCR entre 80 et 100 paires de bases. Les réactions de PCR en 
temps réel ont été réalisées avec le système « SYBR Green Mix » (Applied Biosystems) avec 
des plaques de 96 puits « Optical Reaction plates » (Applied Biosystems). Une quantification 
relative a été effectuée en utilisant une méthode de courbe standard pour chaque amorce avec 
le système « Applied Biosystems 7900HT real-time PCR instrument » (méthode de 
quantification absolue). Le résultat pour chaque ARNm cible a été normalisé avec de l’ARNm 
de glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) et une moyenne a été réalisée. 
 
12. Infection en souris BALB/c  
L’infection de souris BALB/c avec Brucella a été réalisée de la manière décrite dans 
l’article de Fretin et al. (Fretin et al., 2005). En résumé, des souris femelles agées d’environ 9 
semaines ont été infectées par voie intrapéritonéale avec une suspension de PBS de 0,2 ml 
contenant approximativement 10
4
 CFU de la souche de Brucella appropriée.   
Des groupes de 7 souris pour chaque souche ont été sacrifiées à différents intervalles 
après l’inoculation (c'est-à-dire 5 jours et 4 semaines). Les rates ont été récoltées et broyées 
dans 2 ml d’eau distillée, puis étalées sur boîtes de milieu agar 2YT suivant une série de 
dilutions pour déterminer la survie bactérienne. Le nombre de colonies par boîte a ensuité été 
comptabilisé.  
Les données sont exprimées en logarithme (log) du nombre de CFU par rate. Les 
résultats obtenus ont été analysés par une ANOVA I après que l’homogénéité de la variance 
ait été vérifiée (Bartlett). La comparaison a été effectuée par un test de Scheffé. La barre 
d’erreur représente ± 2 SEM (Standard Error of the Mean), avec une correction de Student 
pour l’estimation de la variance. 
  
  























ANNEXE I : RpoE box 
Liste des gènes dont le promoteur possède une boîte de reconnaissance à RpoE 
Séquence consensus utilisée : BRAACBWN{15,19}TCNDWN{5,6}R 
Sens Gène Start  End  Séquence dans le promoteur  Nom du gène (KEGG) 
 NP_538989.1|BMEI0071  -132  -99  GAAACGAAGCCGTTGGAACCGCTCTATGTATTTG  hypothetical protein 1 
 NP_539283.1|BMEI0366  -239  -202  GAAACCTGCTCATTTCGGCCTGGCCTTCATTATACTTG  hypothetical protein 2 
 NP_539288.1|BMEI0371  -101  -69  GAAACTTAAGGCTTTGTACGCCTCTATACAGGA  rpoE1 3 
 NP_539289.1|BMEI0372  -128  -92  GGAACTTTTCTCATACGCCCACGTTTCTTTTATCATA  two-component response regulator  4 
 NP_539295.1|BMEI0378  -176  -142  GAAACTTTCCGGTTTCAAAAGCGTTCAAATAAGAG  RNA polymerase factor sigma-32 5 
 NP_539368.2|BMEI0451  -59  -22  TGAACCAGCCTGTCTCCACGCCAAAGTCCGTGTCCCAA  2-isopropylmalate synthase 6 
 NP_539384.1|BMEI0467  -146  -112  GGAACCACTTTGACAAAGACGAGTCTTTTCTTGGG  coproporphyrinogen III oxidase 7 
 NP_539427.1|BMEI0510  -169  -133  CAAACGTGCAAGCAATCGGTACGGGATCGATGATTCA  leucine-responsive regulatory protein 8 
 NP_539520.1|BMEI0603  -42  -8  CAAACTTGACATCTGCACACGAATCCGTGGGATAA  hypothetical protein 9 
 NP_539589.1|BMEI0672  -141  -108  GGAACTTGGACCTATCGCGCTATCGTACGGGAGA  hypothetical protein 10 
 NP_539652.1|BMEI0735  -133  -97  GAAACGTCCATGCGGGGAAATCAGTTCAATGGACTGA  hypothetical protein 11 
 NP_539731.1|BMEI0814  -154  -122  GAAACTTCACCTCCCAAATTTTTCAGAAAATTA  penicillin-binding protein 6 12 
 NP_539803.1|BMEI0886  -145  -111  CAAACTTGCACCTATTCTGGTAAATCGGTTGTGAA  coaD 13 
 NP_539816.1|BMEI0899  -182  -147  CGAACTTGTCACCTTAGCCGACGCTCTTTGCCTCGA  phage-related DNA binding protein 14 
 NP_539870.1|BMEI0953  -297  -263  CAAACCAAGCATTAACCATTCGGTCCGATTATGAG  hypothetical protein 15 
 NP_539892.1|BMEI0975  -69  -36  CGAACTTGAGCCCATGTGAAGGATCGGATAGGTA  phosphoglycolate phosphatase 16 
 NP_539915.1|BMEI0998  -156  -120  TAAACCATCTCGCGAACTTCCAACTTCATAACTCTAG  glycosyltransferase 17 
 NP_540003.1|BMEI1086  -58  -24  TAAACTTGTTCCTGCTGGCAGAATCTGTGCCGGCA  hypothetical cytosolic protein 18 
 NP_540040.1|BMEI1123  -49  -12  CAAACCTTTCGGGCTGTTTCATTCGTTCTAAAATTGCA  phosphoribosylformylglycinamidine synthase 
subunit PurS 
19 
 NP_540117.1|BMEI1200  -124  -87  GAAACGAGGACGATCAAGATTATGCTTCATATAAAAAG  DNA topoisomerase IV subunit A 20 
 NP_540132.1|BMEI1215  -70  -33  GGAACTTCCTACCTTCCAATTTCGTTTCTGAAATAGGA  hypothetical membrane spanning protein 21 
 NP_540148.1|BMEI1231  -381  -348  TAAACTTACTTTACCAGAGCTGTCAATTCCAACG  NADH-ubiquinone oxidoreductase 18 kD subunit 22 
 NP_540148.1|BMEI1231  -70  -33  TAAACTATTGCCATGATAGATTTGTCTCCTTCCTGCGA  NADH-ubiquinone oxidoreductase 18 kD subunit 23 
 NP_540231.1|BMEI1314  -92  -59  TAAACTTGGGATTTTGTTAAACATCCAAGCCTCA  hypothetical protein 24 
 NP_540236.1|BMEI1319  -257  -225  GAAACCTATTCCCCTACCCCATTCATTTTCTCG  hypothetical membrane spanning protein 25 
 NP_540255.1|BMEI1338  -110  -74  TAAACCTCGTCACTACAGCCTAACGTCAAATTTGAAA  hypothetical protein 26 
 NP_540262.1|BMEI1345  -178  -143  GAAACCTTCGCCTGTACGGCCTTTTCCATGGGACGA  phage minor tail protein H 27 
 NP_540361.1|BMEI1444  -255  -222  CAAACTACACCCGACAGGCACTTCAGTCTGCGAG  adenine-specific methyltransferase 28 
 NP_540367.1|BMEI1450  -228  -195  CAAACCTTTCCTGGTCGCATTATCCAACGCAAAA  threonine synthase 29 
 NP_540476.1|BMEI1559  -149  -113  GAAACCAACACTCCGCTGCTTGCTTTCAAATTCCCAG  salicylaldehyde dehydrogenase 30 
 NP_540494.1|BMEI1577  -155  -121  CAAACCACGCAATGTTCCCAGCATTCAGTATTCCG  chitooligosaccharide deacetylase 31 
 NP_540519.1|BMEI1602  -187  -150  GGAACGACAGTGGATCGAGGAAAAAATCAAATCGGGCA  glycosyltransferase 32 
 NP_540526.1|BMEI1609  -125  -92  CAAACGTCCCATATAATGAGGATCGATTGGAAGG  hypothetical protein 33 
 NP_540553.1|BMEI1636 -61  -25  CAAACCTTCTCTAAACCGCCTAATATCCGAGATTAAA  Pgi, glucose-6-phosphate isomerase  34 
 NP_540799.1|BMEI1882  -44  -10  CGAACTTAGCACAATGCTCGCAATTCTGATCGGGA  fumarylpyruvate hydrolase 35 
 NP_540917.1|BMEI2000  -53  -18  TAAACTTCAATGCGGCATAGATTTGTCTAATAACGA  phosphatidylethanolamine N-methyltransferase 36 
 NP_541059.1|BMEII0082  -154  -120  CAAACGATGCCAGCGGGTGCGAGTCAATTGCTAAA  hypothetical protein 37 
 NP_541071.1|BMEII0094  -187  -152  TAAACCAATACCGCCTAAATACCGTCATTATGTCCG  hypothetical protein 38 
 NP_541169.1|BMEII0192  -152  -117  TAAACTTTACACCAGCAGTCGCTATTCTATTAAAAA  glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 39 
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Sens Gène Start  End  Séquence dans le promoteur  Nom du gène (KEGG) 
 NP_541431.1|BMEII0453  -163  -128  TGAACCTGCCGTTGTTCATGTACGTCTGATCGCGTG  transposase 40 
 NP_541448.2|BMEII0470  -56  -20  CAAACCATATCCACGGCTACCGGCTTTCTTTCCCCTG  integral membrane protein 41 
 NP_541453.1|BMEII0475  -291  -256  CAAACGAGCGCGCTCGTTATGGGACTCTGTTGGAAA  transcriptional regulator, GntR family 42 
 NP_541496.1|BMEII0518  -292  -255  GGAACGAGGATCGATGAAATTGTGCTTCAAATGTAATG  transcriptional regulator AzlB 43 
 NP_541614.1|BMEII0636  -153  -116  GAAACGAGCCCGTTTTTCGCTCGCGATCTTTCCATGCA  protocatechuate 3,4-dioxygenase beta chain 44 
 NP_541629.1|BMEII0651  -196  -160  CAAACGAAGCTGAAATATTTGAGCTTCAGATGCAGCA  hypothetical protein 45 
 NP_541668.1|BMEII0690  -149  -112  TGAACCTTTTCAGGGCGTGGATGGCGTCAGTATTTTAG  FrnE 46 
 NP_541782.1|BMEII0804  -268  -233  TAAACGTGCAGGATTTTCAGTAATTTCTGAAAATTG  transcriptional regulator, TetR family  47 
 NP_541844.1|BMEII0866  -90  -57  GAAACTAATTGACTTGTAGGATATCCATTATCGG  oxidoreductase 48 
 NP_541926.1|BMEII0948  -40  -8  CAAACGAAACCTCCCATGGTATTCAATTCGGAG  nitrite extrusion protein 49 
 NP_541996.1|BMEII1018  -43  -10  TAAACGTTAAGCTCTGTCCAAATCTATTTCTGGA  NADH oxidase 50 
 NP_541999.1|BMEII1021  -179  -143  GAAACTAGCATAATGCAAACATAATTCCTACCCCTAA  enoyl-CoA hydratase 51 
 
      Facteur sigma 
      Protéine hypothétique 




ANNEXE II : IHF box 
Liste des gènes dont le promoteur possède une boîte de reconnaissance à IHF 
Séquence consensus utilisée : YAANNNNTTGATW  
sens  Gène Start  End  Séquence   Nom du gène (KEGG) 
R  NP_538980.1|BMEI0062  -251  -239  CAATGGATTGATT  hypothetical protein 1 
D  NP_539196.1|BMEI0279  -268  -256  CAATTTGTTGATT  CarD family transcriptional regulator 2 
D  NP_539453.1|BMEI0536  -387  -375  TAACGTATTGATT  periplasmic immunogenic protein 3 
D /R NP_539457.1|BMEI0540  -89/-144  -77/-132  CAATCTCTTGATT  hypothetical protein 4 
D /R NP_539458.1|BMEI0541  -16/-71  -4/-59  TAACTCATTGATT  hypothetical protein 5 
D  NP_539589.1|BMEI0672  -186  -174  TAAATCATTGATT  hypothetical protein 6 
R  NP_539590.1|BMEI0673  -107  -95  TAAATCATTGATT  thiosulfate-binding protein precursor 7 
R  NP_539704.1|BMEI0787  -52  -40  TAACATATTGATT  RecA  8 
D  NP_539945.1|BMEI1028  -129  -117  TAATCCATTGATT  hypothetical protein 9 
R  NP_540049.1|BMEI1132  -267  -255  CAAATGTTTGATA  ATPase of the PP superfamily 10 
D  NP_540085.1|BMEI1168  -197  -185  TAACATATTGATT  RplM 11 
D  NP_540102.2|BMEI1185  -308  -296  CAATTGATTGATT  HppA 12 
D  NP_540223.1|BMEI1306  -60  -48  CAAGCCATTGATA  porin 13 
R  NP_540283.1|BMEI1366  -65  -53  TAAAGGCTTGATA  hypothetical membrane spanning protein 14 
D /R NP_540365.1|BMEI1448  -40/-237  -28/-225  CAATAGTTTGATT  C-di-GMP phosphodiesterase A-related 
protein 
15 
R  NP_540493.1|BMEI1576  -264  -252  CAAGCTCTTGATT  xanthine dehydrogenase 16 
D  NP_540494.1|BMEI1577  -215  -203  CAAGCTCTTGATT  chitooligosaccharide deacetylase 17 
R  NP_540709.1|BMEI1792  -337  -325  CAACATATTGATA  hypothetical protein 18 
D  NP_540710.1|BMEI1793  -284  -272  CAACATATTGATA  putative protease IV 19 
R  NP_540747.1|BMEI1830  -126  -114  CAAAAAGTTGATA  25 kDa outer-membrane immunogenic protein 
precursor 
20 
D  NP_540763.1|BMEI1846  -59  -47  TAAAGATTTGATT  ExsF protein 21 
D  NP_540809.1|BMEI1892  -290  -278  TAAACTATTGATA  hypothetical cytosolic protein (cysteine-rich) 22 
R  NP_540900.1|BMEI1983  -366  -354  TAAACCATTGATT  spore-cortex-lytic enzyme prepeptide 
precursor 
23 
D  NP_541135.1|BMEII0158  -28  -16  TAACATATTGATT  FtcR 24 
D  NP_541223.1|BMEII0246  -134  -122  TAAACTATTGATT  nitroreductase 25 
R  NP_541224.1|BMEII0247  -144  -132  TAAGCTTTTGATT  exoenzymes regulatory protein AepA 
precursor 
26 
D  NP_541370.1|BMEII0392  -260  -248  TAATGCCTTGATT  transcription accessory protein (S1 RNA 
binding domain) 
27 
R  NP_541371.1|BMEII0393  -162  -150  TAATGCCTTGATT  ArsR family transcriptional regulator 28 
D  NP_541408.1|BMEII0430  -260  -248  CAATATATTGATA  erythritol kinase 29 
D  NP_541516.1|BMEII0538  -32  -20  CAACTGATTGATT  hypothetical protein 30 
D  NP_541633.1|BMEII0655  -148  -136  CAATATATTGATT  alkaline phosphatase 31 
D  NP_541683.1|BMEII0705  -313  -301  TAACCGATTGATT  hypothetical protein 32 
R  NP_541698.1|BMEII0720  -169  -157  TAACCAGTTGATA  transcriptional regulator 33 





sens  Gène Start  End  Séquence   Nom du gène (KEGG) 
D  NP_541733.1|BMEII0755  -296  -284  TAATATGTTGATT  sugar-binding protein 35 
R  NP_541734.1|BMEII0756  -50  -38  TAATATGTTGATT  N-acetylglucosamine kinase 36 
D/R NP_541782.1|BMEII0804  -23/-26  -11/-14  CAATCGATTGATT  transcriptional regulator, TetR family 37 
 
      Gène flagellaire 
      Protéine hypothétique 




ANNEXE III : FtcR box 
Liste des gènes dont le promoteur possède une boîte de reconnaissance à FtcR 
Séquence consensus utilisée : CGC(N0-1)AAGN(A/T)T 
Sens Gène  Start  End  Séquence  Nom du gène (KEGG) 
D  BMEI0116  -347  -339  CGCAAGAAT  LysR family transcriptional regulator 1 
D  BMEI0167  -164  -156  CGCAAGGTT  ammonium transporter  2 
D  BMEI0197  -31  -23  CGCAAGGTT  lysostaphin 3 
D  BMEI0343  -98  -89  CGCGAAGAAT  cell division protein FtsH 4 
D  BMEI0410  -135  -127  CGCAAGATT  MerR family transcriptional regulator 5 
D/R  BMEI0564  -108/-105  -100/-96  CGCAAGCTT/CGCGAAGCTT  DnaJ-like protein DjlA 6 
D  BMEI0582 -163  -155  CGCAAGGTT  ddl; D-alanine--D-alanine ligase 7 
D  BMEI0617  -159  -151  CGCAAGCAT  acetolactate synthase 3 catalytic subunit 8 
D  BMEI0673  -230  -222  CGCAAGTTT  thiosulfate-binding protein precursor 9 
D  BMEI0743 -172  -164  CGCAAGGAT  secE  10 
D  BMEI0792  -65  -57  CGCAAGGTT  intracellular proteinase I 11 
D  BMEI0793  -60  -51  CGCAAAGATT  protease  12 
D  BMEI0883  -111  -103  CGCAAGGAT  multiple antibiotic resistance protein MarC 13 
D  BMEI0937  -99  -90  CGCGAAGCTT  putative competence-damage protein  14 
D  BMEI1012  -318  -310  CGCAAGGAT  integrase/recombinase 15 
D  BMEI1122  -186  -178  CGCAAGATT  phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide 
synthase 
16 
D  BMEI1198  -99  -90  CGCTAAGATT  hypothetical protein  17 
D  BMEI1225  -312  -303  CGCCAAGTTT  hypothetical protein  18 
D  BMEI1434  -161  -153  CGCAAGCAT  hypothetical protein  19 
D  BMEI1579  -54  -46  CGCAAGCTT  periplasmic mannitol-binding protein 20 
D  BMEI1793  -193  -184  CGCGAAGAAT  putative protease IV 21 
D  BMEI1800  -144  -135  CGCGAAGCTT  putative cytoplasmic protein  22 
D  BMEI1890  -120  -112  CGCAAGTTT  transporter 23 
D  BMEI1897  -202  -194  CGCAAGCAT  hypothetical protein  24 
D  BMEI1934  -82  -74  CGCAAGGAT  periplasmic oligopeptide-binding protein precursor 25 
D  BMEI2038  -44  -36  CGCAAGAAT  hypothetical protein 26 
D  BMEII0011  -311  -303  CGCAAGAAT  transcriptional regulatory protein HydG 27 
D  BMEII0117  -28  -20  CGCAAGCAT  hypothetical protein 28 
D  BMEII0126  -191  -183  CGCAAGCTT  amino acid permease 29 
D/R  BMEII0151  -34/-31  -26/-22  CGCAAGCTT/CGCGAAGCTT  fliF  30 
D /R BMEII0166  -146/-143  -138/-134  CGCAAGCTT/CGCGAAGCTT  flhA  31 
D  BMEII0242  -146  -137  CGCGAAGCTT  aldehyde dehydrogenase 32 
D  BMEII0252   -143  -135  CGCAAGCAT  mgsA  33 
D  BMEII0350  -166  -157  CGCAAAGCAT  D-aminopeptidase 34 
D  BMEII0444  -340  -332  CGCAAGCTT  hypothetical protein  35 
D  BMEII0514  -25  -17  CGCAAGATT  3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase 36 
D/R  BMEII0708  -70/-67  -62/-59  CGCAAGCTT/CGCAAGCTT  YbaK/prolyl-tRNA synthetase family protein 37 
D  BMEII0957  -81  -73  CGCAAGGAT  3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate carboxy-lyase 38 
D  BMEII0976  -215  -207  CGCAAGGAT  ABC transporter ATP-binding protein  39 




      Gène flagellaire 
      Protéine hypothétique 





ANNEXE IV : CtrA box 
Liste des gènes dont le promoteur possède une boîte de reconnaissance à CtrA 
Séquence consensus utilisée : TTAAC (sans substitution) 
Sens Gène Start End Nom du gène N° 
R NP_541135.1|BMEII0158 -192 -188 ftcR 1 
R NP_541135.1|BMEII0158 -113 -109 ftcR 2 
D NP_541143.1|BMEII0166 -45 -41 flhA 3 
D NP_541147.1|BMEII0170 -137 -133 flgJ 4 
D NP_542067.1| BMEII1089 -28 -24 flgB 5 
R NP_542067.1| BMEII1089 -279 -275 flgB 6 
R NP_542067.1| BMEII1089 -29 -25 flgB 7 
R NP_542095.1|BMEII1117 -17 -13 tetR 8 
 
Séquence consensus utilisée : TTAACCAT (avec une substitution d’un nucléotide possible) 
Sens Gène Start End Nom du gène N° 
D NP_542067.1|flgB -28 -21 flgB 9 
 






Sens Gène Start End Nom du gène 
R NP_541135.1|BMEII0158 -192 -177 ftcR 10 
D NP_541147.1|BMEII0170 -148 -133 flgJ 11 
R NP_542067.1|BMEII1089 -29 -14 flgB 12 
D NP_542080.1|BMEII1102 -305 -290 Hypothetical protein 13 
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ANNEXE V : Fretin et al. 2005 
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